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INTRODUCTION 


Vers la fin de l'année 1920 on entendit parler, pour la pre- 
miére fois, sous le nom de « 205 Bayer », d’un nouveau médi- 
cament trypanocide. La composition de cette substance est 
restée jusqu’ici ignorée, les fabricants s’élant refusés a la divul- 
euer en raison, disent-ils, de la difficulté considérable qu‘ils 
éprouvent ase garantir contre la concurrence élrangére. Toute- 
fois, on sait que ce produit ne contient ni arsenic, ni antimoine. 

Le 205 fut distribué d’abord a& des biologistes allemands, 
puis & quelques médecins élrangers qui devaient prendre |’en- 
gagement d’honneur de nen point céder 4 des personnes 
susceptibles de déterminer sa constitution par la voie chi- 
mique (4). 


(4) Jusquiici, ces engagements ont été scrupuleusement tenus par nos cama- 
rades francais, et c’est par une voie trés détournée que nous avons pu nous 
en procurer quelques décigrammes. 
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Les premidres publications montrérent qu il s’agissait d'une 
substance douée d’un pouvoir trypanocide exceptionnel : alors 
que dans la série de l’arsenic on arrivait péniblement a 
atleindre des rapports chimiothérapeutiques C/T = 1/10 (G = 
dose curative; T= dose tolérée), on parlait, dans le cas de 
205, de rapports tout & fait invraisemblables de 1/150 & 1/200. 
Sur des souris on observait quelquefois des guérisons avec des 
doses de 1/32° de milligramme. Malgré le mystére qui entou- 
rait le 205, peut-Gtre méme 3 cause de ce mystére, il attira 
rapidement l'attention de tous les spécialistes des maladies 
tropicales et, autour de lui, se développa bientot une atmo- 
sphére d’intense curiosité (1). 

Que peut-on savoir de la nature chimique de cette mysté- 
rieuse substance? En parcourant la liste des brevets depuis 
Vannée 1912, ’attention est attirée sur toute une série de corps 
découverts dans les laboratoires des Farbenfabriken Bayer. Ce 
sont des urées complexes, provenant de certaines amides des 
principaux acides aminonaphtaléne sulfoniques. Or, dans le pre- 
mierde ces brevets, il est dit que lessubstances décrites agissent 
sur les trypanosomes. Les propriétés physiques et chimiques 
du 205, son origine méme, le fait quil ne contenait aucun des 
corps connus jusqu ici comme formant la base des médicaments 
trypanocides, conduisaient tout naturellement & soupgonner sa 
parenté avec les urées décrites dans les brevets. Des formules 
ont été publiées, en particulier par Karrer, mais elles ne pou- 
vaient avoir d’autre intérét que de donner une image plus ou 
moins précise de la constitution du 205; dans tous les eas elles 
faisaient apparaitre, méme aux yeux des personnes peu fami- 
liarisées avec la chimie, la grande complexité de la molécule 
et le nombre pour ainsi dire infini de substances qui pouvaient 
en dériver par les transformations méme les plus simples. 
Voici, par exemple, une des formules possibles : 


(1) «La découverte du 205 », dit le British medical Journal (septembre 1922 
p. 569), semble marquer une grande avance dans la médecine tropicale; seu- 
lement c'est un fait remarquable que l’Angleterre dépende ainsi de lAlle- 
magne pour celte avance, car, jusqu’A présent, Allemagne n’a pas de 
colonies, tandis que l’Angleterre posséde le plus grand empire tropical du 
monde. Nous n’avons aucune raison pour étre fiers de cetle position, mais 
sa cause en est bien simple: @est que Allemagne apprécie la valeur des 
recherches scientifiques pharmacologiques, et pas nous. » Ts: 


RECHERCHES DANS LA SERIE DU 208 BAYER 83 


OH NH —CO< SNH 


PTs Sees 
Pleo | ait if 
SAA a 
NH. CO NH OH 
| 7 Ka 
co OC | ) 
| NaSO*X A. SO2Na. 
NH | 


On voit qu’elle est constituée de la maniére suivante : l’ami- 
-nonaphtoldisulfonate de sodium est lié par sa fonction aminée 
& un reste d’acide aminobenzoique (1); au complexe ainsi formé 
est combiné un autre radical aminobenzoique, puis, sur le 
tout, on fait agir le phosgéne qui crée une fonction urée. On 
peut faire varier la nature de l’acide naphtaléne sulfonique, 
s'adresser par exemple a des acides aminonaphtaléne-di-, tri- 
et méme tétra-sulfoniques, & des acides diamino- et amino- 
naphtolsulfoniques, etc... Naturellement les positions respec~ 
tives de toutes les fonctions sont susceplibles d’étre modifiées. 
Rien que pour cette premiére partie de la molécule il existe plus 
d’une cenlaine de dérivés simples. Les acides naphtylamino- 
sulfoniques s’unissent facilement aux chlorures d’acides nitrés 
les plus divers : nitrobenzoiques (ortho, para, meta), nitroto- 
luiques, nitrobenzénesulfoniques, nitrosalicyliques, etc.; ici 
aussi les positions respectives des fonctions sont interchan- 
geables; le nombre des chlorures, d’acides nilrés possibles est 
infini. Aprés la réduction de la fonction nitrée, rien n’est plus 
simple que de faire agir sur les complexes amino-arylamino- 
naphtalénesulfoniques obtenus d’autres chlorures nitrés iden- 
tiques ou différents du premier ; si ces chlorures sont différents, 
il est possible d'inverser l’ordre de leur action: faire agir 
d’abord le second, puis le premier, etc... Enfin, on peut réunir 
par le phosgene deux groupements identiques ou différents. 

On voit que le nombre de substances de cette famille est 
immense et il est accru par le fait que non seulement le phos- 


(4) On fait agir en réalité un chlorure d’acide nitré et on réduit ensuite la 
_ fonction nitrée. 
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gene se préte aux condensations, mais encore le sulfure de 
carbone, qui fournit des thiourées, etc. Les chances de décou- 
vrir la véritable formule du 205 étaient donc bien faibles, et il 
semblait tout aussi malaisé d’arriver a établir cette constitution 
que celle d'une albumine, d’autant plus que la quasi-impossi- 
bilité de se procurer du produit rendait la solution du probléme 
encore plus ardue. Du reste, en supposant méme que Vhydro- 
lyse de cette grande molécule donnat les éléments essentiels de 
sa constilution, l’ordre dans lequel les condensations étaient 
faites restait trés difficile & déterminer. I] n’est done pas sur- 
prenant que, jusqu’ici, la formule du 205 soit restée secréte. 

La genése d’une découverte étant toujours instructive, on 
doit maintenant se demander comment les chimistes de la 
Maison Bayer sont arrivés & entreprendre des recherches dans 
une voie en apparence si différente de celles qui étaient par- 
courues jusqu’ici. Si la formule générale de constitution est 
bien celle que nous avons donnée, il est cependant aisé de 
comprendre par quelles étapes les recherches ont passé. En 
1904, Ehrlich et Shiga montrent que certaines matiéres colo- 
rantes, en particulier le rouge de trypan ou trypanroth, ont 
une influence favorable sur les atfeclions 4 trypanosomes. [Le 
trypanroth est un produit de copulation de la benzidine sul- 
fonée avec l’acide R (8 naphtylaminodisulfo 3, 6)}|. Plus tard, 
Nicolle et Mesnil font paraitre un remarquable travail sur le 
traitement des trypanosomiases par les couleurs de benzidine. 
Ils mettent en évidence i'influence de certaines fonctions et 
celle de leur position dans la molécule, et (c’est ce qu'il y a de 
fort intéressant dans leurs recherches) ils essaient des sub- 
stances dans lesquelles deux molécules de phénylénediamine 
sont réunies par un reste oxycarboné CO. L’une d’elles est un 
produit de condensation de la p-diaminodiphénylurée avec 
acide {1; incapable de guérir les souris dés la premiére 
injection, elle a raison des rechutes beaucoup plus facilement 
que certains composés : ceux par exemple qu’on oblient par 
la copulation de la dichlorobenzidine, de la toluidine-ortho, 
avec l'acide fl. Comme, d’autre part, on connaissait depuis 
longtemps, dans l'industrie des matiéres colorantes, les produits 
de condensation des acides aminobenzoiques avec les acides 
aminonaphtalénesulfoniques, que méme certaines urées de cette 


% 
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série étaient connues, l'idée d’entreprendre des recherches dans 
ce domaine, si voisin de celui qu’avaient exploré Nicolle et 
Mesnil, pouvait en effet s’emparer de chercheurs aussi sagaces 
que ceux de la Maison Bayer. Au surplus, ils avaient la bonne 
chance de trouver dans les admirables collections des Far- 
benfabriken un nombre considérable de mati@res premieres. 

En résumé, si l’on veut suivre la filitre des recherches qui 
ont conduit au 205, il faut partir des premiers brevets portant 
sur la condensation des acides aminobenzoiques et de leurs 
homologues avec les acides aminonaphtalénesulfoniques. Ce 
sont 1a des brevets déja trés anciens concernant des matiéres 
premiéres pour la préparation de matiéres colorantes. Plus tard, 
afin de tourner ces brevets qui appartenaient & la Chem. Ind. 
a Bale, les chimistes de la Maison Bayer eurent l’idée de fixer, 
sur les dérivés aminobenzoylés des acides aminonaphtaléne 
sulfoniques, unautre reste aminobenzoylé. Puis sont venues les 
recherches de Nicolle et Mesnil qui montrent importance de 
la fonction urée : il suffisait de réunir, & l'aide du phosgéne, 
les produits de condensation Bayer, et l’on obtenait ces urées 
complexes auxguelles se ratlache le 205. 

Cet enchainement de travaux peut étre représenté par les 
formules suivantes qui montrent immédiatement les liens qui 
les rattachent les uns aux autres. 


Acide R.COC8H'. NH.CO.C°H*NH? 


Substance connue depuis longtemps 
dans l'industrie des matiéres colorantes. 


Acide R= N— C*H! — NH — CO — NH — C'Ht —N=Acide R 


Couleur Nicolle et Mesnil. 


Acide R Acide R 


| | 
COC! GH NH “CsHt CO NH GH* CO 


be | | 
NH.CO CO—NH 


Apres de longs tdtonnements, nous avons réussi a obtenir une 
substance que nous croyons, sinon identique au 205 Bayer, du 
moins trés voisine. Malheureusement, la quantilé de ce dernier 
médicament que, par une voie trés détournée, nous avons pu 
nous procurer, était trés pelite, et nous avons di nous borner a 
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des essais comparatifs portant sur des centigrammes de sub- 
stance, et a l’étude comparative des propriétés trypanocides et 
physiologiques (1). 


Etat actuel de la question. — Recherches de laboratoire. 


Avant de parler de nos propres recherches, il nous semble 
utile de donner un apercu de ce quia 6élé fait jusqu ici de plus 
essentiel sur le 205 Bayer, car nous sommes persuadés qu'il 
s’agit d’une découverte trés importante qui ouvre des horizons 
nouveaux et méme insoupconnés (2). 

Le 205 Bayer a été trouvé grace & un travail systématique da 
& la collaboration de plusieurs chimistes : les D* Kothe, 
Dressel et Ossenbeck, sous la direction de Heymann, assisté 
de Rohl. 

C’est une poudre légéere, impalpable, faiblement teintée en 
rose chair, trés facilement soluble dans l’eau. La solution peut 
étre stérilisée. Son gotit est légerement astringent. On peut 
l’injecter sous la peau sans déterminer d‘accident local. 

Handel et Joetten ont 6té les premiers expérimentateurs du 
205 (aodit 1920) (3). Ils concluent de leurs recherches que le 
médicament a une action trés marquée sur les trypanosomiases 
de laboratoire; il les guérit rapidement quand l'infection est 
due aux T. brucei, equiperdum, equinum, congolense, rhode- 


(1) Cependant, aprés hydrolyse du 205 Bayér par l'acide sulfurique, nous - 


pouvons affirmer, 4 l'aide des réactions de diazo, que les acides naphtolami- 
nosulfoniques et Kk n’entrent pas dans sa constitution. Nous pouvons dire 
aussi que ce n'est pas une thiourée. Enfin, nous avons isolé une minime 
quantité d’un acide aminé d’une saveur trés sucrée (caractéristique de cer- 
tains aminobenzoylés). Cet acide fond un peu au-dessous de l’acide méta- 
aminobenzoique, mais son mélange avec ce dernier acide posséde un point 
de fusion intermédiaire ; s'il s’agissait d’un autre acide, le point de fusion 
serail tres abaissé. 

(2) On doit loyalement reconnaitre qu'elle fait le plus grand honneur a ceux 
qui Vont réalisée, car ils ont poursuivi leurs travaux dans des conditions trés 
difficiles. On ne peul que regretter davantage qu’une collaboration loyale ne 
puisse s’établir entre chercheurs de tous pays. 

(3) C’est dans leur travail que se trouve cette note si typique de la rédac- 
tion du journal Berliner klin. Woch : « Contrairement a nos principes de ne 
mettre en publication que des substances dont nous connaissons la com- 
position, nous obéissons cette fois au désir des fabricants 4 cause de la 
situation incertaine et sans protection ot se trouve Vindustrie allemande 
vis-a-vis des nations étrangéres, nos anciens ennemis. » 
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siense. Une souris de 20 grammes supporte facilement 0 gr. 01 
et tolére parfois jusqu’a 0 gr. 018. Chez le rat, la dose toxique 
est de 0 gr. 08 4 0 gr. 10; chez le cobaye, de 0 gr. 40 par kilo- 
gramme; chez le lapin, de 0 gr. 50 par kilogramme dans les 
veines. La dose curative, pour le cobaye, est de 0 gr. 02, et de 
0 gr. 025 chez le lapin. Hs donnent comme coefficient chimio- 
thérapeutique le rapport 1/60. 

En septembre 1920, Mayer essaya ce produit sur une chevre 
par la voie stomacale, Il administra & cet animal une dose de 
50 grammes dans une période d’environ onze jours : la chévre 
fut guérie. 

Ses recherches sur les souris montrent que l'on observe des 
guérisons avec 0 gr. 00006, la dose toxique étant 0 gr. 01. 

D'aprés Brumpt et Lavier, le 205 agit bien dans le cas du 7. 
venezuelense, mais pas sur les piroplasmoses ni sur l’amaplas- 
mose bovine ou le 7. erwzz. 

Handel et Joetten font les mémes constatations négatives 
avec le 7. /ewisi, et Mayer et Zeiss avee le 7. cruzi. 

Préscholdt, Miessner et Schrape n’observent pas non plus la 
moindre action sur les piroplasmoses. 

Dans un cas de kala azar trés avancé, le 205 a 616 essayé par 
Mollow; mais on ne peut tirer aucune conclusion de cette 
tentative, car, aprés l'injection de 0 gr. 25, le malade mourut 
subitement. 

Brumpt et Lavier notent enfin l’action préventive sur les 
infections & 7. : une injection de 0 gr. 001 empéche l’infection 
au troisiéme jour (7. drucez) au dix-huitieme jour (7. vene- 
suelense), au seizieme jour (7. bruce). 


Tous les essais s’accordent & montrer que le médicament 
reste longtemps dans l’organisme. Mayer et Zeiss, apres avoir 
traité un lapin par du 205 4 la dose de 0 gr. 40 par kilo- 
eramme, prirent son sang & inlervalles déterminés, et en 
‘essayérent le sérum sur les 7. dbrucer, equinum, eguiper- 
dum, etc., etc. Plus la prise de sérwm est rapprochée de lin- 
jection, plus grande naturellement est son activité. I a été 
possible de guérir des rats atteints de caderas, de dourine, de 
nagana avec du sérum prélevé cinquante et un jours apres 
Vintroduction du médicament. 
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Plus tard, Mayer et Menk ont décelé des substances trypa- 
nocides dans l’urine de personnes ayant pris du 205, cing jours 
encore apres son administration. Miessner et Berge ont publié 
cetle observation trés importante, relatée par Mayer, que des 
souris guéries ne peuvent pas étre réinfectées pendant deux 
ou trois mois. En outre, Mayer et Zeiss ont vu que le 205 exerce 
une aclion prophylactique chez les chévres et les chiens; chez la 
chévre, la substance est surtout excrétée par le lait. 

Wenyon, & la suite d’une série d’expériences sur la souris 
infectée de 7. equiperdum, montra que le médicament est trés 
spécifique. A la dose de 0 gr. 005 par kilogramme de souris il 
améne Ja disparition permanente des trypanosomes. D’autre 
part, on peut facilement injecter 0 gr. 50 par kilogramme. En 
général, le rapport C/T = 1/60 a 1/100. 

L’action du médicament n’est pas immédiate et les trypano- 
scmes ne disparaissent que dans les quarante-huit heures. On 
sait que, dans le cas de l’arsenic, et surtout de l’antimoine, la 
destruction des parasiles est trés rapide. 

Notons encore quelques recherches biochimiques. Steppuhn, 
Zeiss et Brychonenko ont vu que le 205 rend le sang incoa- 
gulable; de trés petites doses diminuent la coagulabilité et, 
avec des doses moyennes (0 gr. 30 par kilogramme dans les 
veines), action dure plusieurs heures; en méme temps, la 
température augmente et dépasse la normale de 3°. On note 
une forte accumulation du médicament : une deuxiéme injec- 
tion d'une dose non encore toxique (0 gr. 60 pour un lapin), 
deux jours aprés la premiére, fait baisser énormément la 
température (40°8—33°). La somme des deux doses agit bien 
plus fortement qu'une quantilté double injectée en une seule 
fois, 

La stérilisation du 205 ne laltére pas. La propriété qwil 
posséde de proléger Palbumine du sang a conduit les auteurs 
& Vessayer sur les albumines. Ils remarquent que le sérum 
additionné de ce médicament devient incoagulable par la cha- 
leur; de méme, dans le plasma additionné de 205 et chauffé a 
53°, il ne se fait pas de fibrinogene. Pour chaque espéce d’albu- 
mine, il faut des quantités variables de produit. Enfin, si l’on 
ajoute du 205 a une solution trés étendue de gélatine, une trace 
d’acide donne un précipité volumineux : la réaction est encore 
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nette avec 1/50.000° de 205. Cette influence sur l’albumine est 
tellement forte, qu’une solulion de sérum mélangée avec le 
Bayer ne précipite plus par le tanin et par le sublimé. 
Quelques-unes de ces propriétés permettent de prévoir 
plusieurs utilisations du 205: dans la transfusion du sang et 
en bactériologie (emploi de l’albumine rendue incoagulable). 
Shigemoto Sei a fait porter ses essais sur le sang des lapins. 
Il a noté : unediminution des hématies et de !hémoglobine qui 
atleint son maximum aprés quelques jours, l’apparition de 
globules rouges nucléés. Il n’a pas observé d'influence sur le 
nombre des leucocytes, mais les polynucléaires sont fortement 
touchés. 


Ruppert confirme les modifications du quotient chimio- 
thérapeutique suivant l’espéce animale. Alors qu il suffit 
parfois de 1/400° de la dose mortelle pour guérir une souris, le 
rapport n'est plus que de 1/10° pour le lapin; quant au cheval, la 
dose toxique est 25 fois plus grande que pour le lapin (par kilo- 
gramme d’animal). A przort, par conséquent, le C/T pour le 
cheval doit étre bien inférieur & ce qu’il est pour le lapin. 

A ia suite de ces essais, Ruppert a institué des expériences 
sur le cheval infecté de caderas. Sur les grands animaux la 
difficulté de traitement vient de ce que des doses insuffisantes 
peuvent provoquer un élat d’immunité instable : l’animal parait 
guéri, on ne trouve plus de T. dans son sang, cependant un 
travail prolongé fait apparaitre les parasites. Les essais sur le 
cheval ont été faits par Ruppert dans 2 directions: 1° Ila 
voulu préciser la durée de laction du 205 sur un animal 
infecté plus ou moins longlemps aprés linjection : c’est ainsi 
qu’avec des doses de 0 gr. 75 par 50 kilogrammes, le cheval a 
été prolégé pendant respectivement quinze, cinquante, trente- 
quatre jours; 2° Il a ensuite déterminé la dose curative chez 
le cheval infecté etil a vu quil suffisait de 0 gr. 50 par 50 kilo- 
‘grammes, pour obtenir la guérison définitive (la dose toxique 
étant de1 gramme par 50 kilogrammes).! 

A la suite de Mayer et Halberkahn, Shigemoto Sei a recherché 
le 205 dans les organes. Un cobaye regoit 0 gr. 10 du médica- 
ment le 30 novembre, puis encore 0 gr. 10 le 4 décembre; il est 
sacrifié le 5 décembre par égorgement et on met le sang & part. 
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Les extraits d’organe sont presque tous actifs; ceux du rein 
font disparaitre compléltement les 7., pariois définitivement; 
avec les capsules surrénales, disparition temporaire ainsi 
qu’avec le foie; la rate et le cerveau sont inactifs. Longlemps 
aprés le traitement par le 205, l'action des extraits est encore 
manifeste. 

La nocivité du 205 zx vitro pour les 7., étudiée par Schack- 
mann, n'est pas trés forte. Hesselbach fait la méme observation 
sur le 7’. eguiperdum; ila examiné en outre le sang de cobayes 
traités par 0 gr. 02 dans le péritoine; apres une demi-heure les 
parasites sont encore mobiles; ils semblent plus gros que les 
parasites normaux, le noyau est moins coloré, les contours 
sont moins nets, le blépharoblaste est souvent en voie de dif- 
fusion et sa vacuole est tres volumineuse. Aprés cing heures le 
nombre de parasites commence & diminuer. 


Essais sur l’homme. Traitement de la maladie du sommeil. 


Tous ces résultats de laboratoire ayant été des plus satisfai- 
sants, le 205 fut essayé dans le traitement de la maladie du 
sommeil. 

Le premier cas, bien souvent relaté, est celui d'un malade 
traité par le professeur W. Yorke de Liverpool, et infecté de 7. 
rhodesiense. Aprés avoir été soumis en vain & un traitement 
énergique par l’émélique, il fut envoyé & Hambourg et soigné 
par Mihlens et Menk. On fit d’abord & ce malade une injection 
de 0 gr. 50 de 205 dans 10 cent. cubes de sérum physiologique 
sans observer aucune réaction; dewx jours pius tard on imjecta 
{ gramme, puis encore 1 gramme aprés un intervalle d’une 
semaine. Cette injection fut suivie d’albuminurie et dans les 
urines on trouva des globules rouges et des cylindres. Le trai- 
tement fut interrompu. Les T. avaient disparu du sang déja seize 
heures apres la premiére injection et, depuis, ils ne reparurent 
plus. Le malade, qui était arrivé le 3 juillet 1921 a Hambourg, 
retourna 4 Liverpool le 13 septembre ayant gagné 7 kilogrammes 
et se considérant comme tout & fait guéri. Il put repartir pour 
PAfrique et, depuis, il n’a plus eu de rechute. 

Mayer et Menk relatent encore le cas d'un Belge ayant 
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contracté au Congo une infection résistant a l’atoxyl et au sal- 
varsan et dont le sang, deux ans aprés infection, contenait 
encore beaucoup de trypanosomes. II fut alors trailé par le 205 
et recut 4 injections de 1 gramme dans les veines entre le 
30 mars et le 8 avril 1922 : les 7. disparurent douze heures 
aprés la premiére injection. A la suite de la médication on 
observa une irritation cutanée qui, par places, devint purulente ; 
en méme temps on trouva de l’albumine dans les urines ainsi 
que des cylindres et des cellules épithéliales, mais l’albumine 
finit par disparaitre. 

Nous arrivons aux observations de Low et Manson-Bahr qui 
sont relatées avec beaucoup de précision. Ils débutérent par 
une injection de 1 gramme et, comme ils espéraient guérir le 
malade avec une seule dose (les résultats sur l'animal permet- 
tant en effet tout espoir), ils attendirent pour pratiquer la deu- 
xiéme injection ; mais, quatorze jours aprés la premiere les try- 
panosomes reparurent dans le sang. La deuxiéme injection fut 
alors faite, puis une autre : en tout 5 grammes. Quinze jours 
aprés la derniére piqire, les trypanosomes reparurent et comme, 
entre temps, urine contenait de |l’albumine, l'emploi du 
205 fut cessé et on traita le malade par l’atoxyl et |’émétique. 
L’albumine disparut peu & peu. On reprit le traitement au 
205, environ six mois aprés, et on injecta jusqu’é 10 grammes 
de ce produit : /’état du malade s’améliora complétement, mais 
il conserva un peu d’albuminuric. 

En décembre 1921, deuxiéme cas trés grave ayant résisté a 
toutes les formes de médication et méme au sérum_ salvar- 
sané de Marshail. Au moment de Vinjection du 205 le sang 
contenait beaucoup de trypanosomes. Presque tout de suite 
Vamélioration se manifesta; les parasites disparurent et on put 
considérer la guérison comme acquise. Néanmoins on injecta 
de temps en temps des doses de 1 gramme qui furent supportées 
sans albumine. La quantité totale fut de 10 grammes. 

Ce cas étant trés favorable, on résolut de donner désormais 
40 grammes a chaque malade a raison de1 gramme par semaine. 
Plusieurs fois cependant on fut obligé d’augmenter les doses. 

A la fin de leur mémoire, Low et Manson-Bahr rassemblent 
quelques observations sur les phénoménes cliniques consécutifs 
a lemploi du 205. 
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Chez un malade, le dernier, apparut aprés la deuxiéme injec- 
tion un érythéme qui commenea par les avant-bras et s’étendit 
progressivement A tout le corps. On observa le méme phéno- 
méne chez deux autres trypanosomés. 

Comme nous l’avons dit, l'albuminurie est le phénomene 
accessoire le plus constant, L. et M.-B. y insistent tout parti- 
culigrement et nous croyons devoir relater succinctement, a la 
suite les unes des autres, quelques-unes de leurs observations : 

Albumine aprés 2 grammes de 205 (pas de cylindres) ; elle 
disparut peu a peu et ne reparut pas, méme aprés une nouvelle 
série d’injections (8 grammes en tout). — Le malade avait 
de l’albumine et des cylindres avant le 205 et il ne semble pas 
que l’emploi de cette drogue ait produit une aggravation. — 
Trace d’albumine avant le 205. Pas d’augmentation. — Apres 
10 grammes de 205, albumine et cylindres qui persistent pen- 
dant cing mois. Albumine et cylindres aprés la troisiéme injec- 
tion. Les cylindres disparaissent, mais une trace d’albumine 
persiste. — Albumine et cylindre aprés la cinquiéme injection. 
Albumine persiste. — Trace d’albumine avant le traitement, 
n’augmentant pas apres le traitement. L’urine devient normale 
a la fin de la cure. — Albumine et cylindres épithéliaux appa- 
raissent dans l’urine aprés 4 grammes de 205. Par contre, 
apres que 14 grammes eurent été injectés, on ne trouve plus 
rien dans l’urine. 

La deuxiéme série d’injeclions différa notablement de la 
premiére, car de plus grandes quantités furent données et les 
injections furent plus rapprochées. Malgré cela, les urines 
restérent normales pendant la cure (alors que 15 grammes 
de 205 avaient été injectés en l’espace de quatorze jours). Par 
contre, longtemps aprés le traitement, l’albumine et les cylindres 
firent leur apparition. 

Doses tolérées chez l'homme. — L'homme parait supporter 
de trés grandes quantités de 205. Dans un cas, tout au moins, 
2 grammes en une seule fois furent bien tolérés et ne donnérent 
méme pas d’albuminurie. On peut introduire 6 grammes par 
semaine dans les veines avec une certaine sécurilé. (Mayer et 
Zeiss ont pu monter jusqu’a 22 grammes en dix-sept jours.) 

Low et Manson-Bahr ont a signaler deux cas de mort: un 
malade chez lequel un traitement de 18 grammes fut suivi 
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dune amélioration temporaire mais ne suffit pas & le sauver, et 
un autre qui eut une rechute suivie de mort aprés 29 grammes. 

Eno résumé, neuf malades ont été traités (infections a 7. gam- 
biense et a T. rhodestense); sept semblent avoir été favorable- 
ment influencés, deux ont succombé par suite de l’envahisse- 
ment du systéme cérébro-spinal, et cela malgré de tres fortes 
doses de 205. 

On peut injecter, a intervalles réguliers, 1 & 2 grammes dans 
les veines, en solution 4 10 ou 20 p. 100. Dans la plupart des 
cas une dose totale de 10 grammes parait suffisante; parfois 
cependant les 7. reviennent dans la circulation aprés 5 injec- 
tions; dans ces cas seulement il faut forcer la dose jusqu’a 
20 grammes. 

L’effet sur l’épithélium rénal est 4 surveiller avec soin, car 
il est susceptible de donner des soucis. Toutefois ni l’albumine, 
ni les cylindres ne constituent un obstacle 4 lemploi du 205. 

Ces observations sont suivies de l’examen des cerveaux de 
deux malades qui ont succombé. (Slevenson.) 

Un autre travail a trait a l’action trypanocide du sérum et 
du liquide céphalo-rachidien des malades traités par le 205 sur 
une race de 7. rhodesiense (Wenyon). Ces liquides agissent 
temporairement sur les infections des souris, c’est-a-dire qu ils 
font disparaitre les trypanosomes, mais ceux-ci reparaissent. 
On ne peut donc guérir définitivement la souris. 

Enfin, un mémoire conlient des observations relatives a 
Vaction de l’urine des malades trailés par le 205 sur [infection 
expérimentale due au 7. rhodesiense (Thomson et Robertson, 
p. 391). Une seule injection chez le rat infecté par ce parasite 
fut suivie d’une disparition momentanée des trypanosomes. 


Entre temps la Maison Bayer avait envoyé en Afrique une 
mission spéciale sous la direction de Kleine et Fischer. Les 
résullats de celte mission ont été consignés dans deux rapports 
dont nous allons donner un résumé. Voyons en premier lieu 
ce qui fut tenté sur la maladie du sommeil. 

Il faut distinguer entre infection due au 7. rhodesvense 
(Rhodesia) de celle du Congo (gambiense). Les premieres expé- 
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riences furent faites prés des lacs Tanganika et Victoria. Par 
la bouche, l’action est tras faible et ne peut tre utilisée que 
comme médicalion adjuvante. Si l’on injecte le 205 sous la 
peau, on note, au point ott l'aiguille pénétre, un léger edeme 
qui disparait au bout de trés peu de jours; pas d’abces et peu 
de fiévre, mais souvent de l’albumine. Le traitement comporte 
des injections de quantilés assez fortes (1 gr. & 1 gr. 50 chaque 
fois. ) : 

Voici un type d’expériences : 

Européen de quarante-huit ans, malade depuis le 10 dé- 
cembre 1921. Fiévre irréguliére; perte de poids, 15 kilogrammes. 
On note un léger eedéme au pied. Il est transporté au camp le 
14 janvier. Son sang contient beaucoup de trypanosomes, mais 
les glandes ne sont pas encore gonflées. On lui fait absorber 
1 gramme de 205 par la bouche, puis le 15 et le 16 janvier, 
encore 1 gramme. Enfin on injecte 1 gr. 2 dans les veines. 
L’albumine apparait alors; nonobstant, une deuxiéme injection 
de 4 gramme est praliquée. Les forces reviennent, la tempéra- 
ture est normale, l'albumine disparait et le malade quitte le 
camp vingt-sept jours aprés son entrée. Aprés son départ il 
recoil encore 2 grammes de 205 tous les quinze jours. 

Six autres malades furent soumis au méme trailement, 
mais l’un d’eux mourut de récidive & Londres (il n’avait regu 
que 2 injections). Vers le milieu de juin 1922, trente malades 
furent traités, seize étaient déja assez avancés et dormaient 
presque continuellement. On leur fait une premiére injection 
de 1 gramme sous la peau, dans le village méme ot ils se 
trouvent, puis ils sont transportés au camp aprés une dizaine 
de jours ; le dixiéme jour on renouvelle l'injection, puis encore 
le vingt-huitiéme jour. Chaque fois qu'un examen du liquide 
céphalo-rachidien décéle la présence de parasites, on fait une 
troisitme piqtre, et méme, dans les cas de récidive, une qua- 
triéme et une cinquiéme. Chez tous les malades les trypano- 
somes disparurent du sang; par contre, chez vingt et un 
d’entre eux on en rencontra dans le liquide céphalo-rachidien ; 
cependant sept des sujets lraités paraissaient bien portants 
et pouvaient se livrer aux travaux les plus pénibles. Cela per- 
met de penser que sile 205 ne tue pas les parasites dans le canal 
rachidien, il les affaibiit. Sur trente-sept malades, trois sont 
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morls (deux avaient été notés comme trés atteints avant le 
traitement). 

Au Congo, 91 malades furent traités, la plupart a la 
deuxiéme période (gonflement des glandes). Le sang fut exa- 
miné tous les huit jours. Chez tous les malades, les glandes 
disparurent trés rapidement. Presque tous déclarérent que leurs 
forces étaient revenues et quiils se sentaient parfaitement 
bien. Le 9 mai 1923 (début du traitement fin décembre 1922), 
on ne trouva des trypanosomes que chez 22 sujels. Il ne 
semble pas que les malades 4 la troisitme période (phéno- 
ménes nerveux) aient été tres améliorés : il s’agissait proba- 
blement de lésions permanentes. En définitive, ces résultats 
nesont pas particulicrement brillants, on en a d’aussi bons avec 
l’atoxyl ; du moins faut-il attendre avant de se prononcer. 

Le 205 a été encore essayé sans succés dans la malaria et sur 
la fiévre récurrente, par Weichbrodt; sur Ja leishmaniose 
brésilienne, par Lindenberg; sur cette infection, le 205 possede 
une certaine action spécifique, mais praliquement, on ne peut 
lutiliser, car, d’une part, la maladie qui a un caractére chro- 
nique accentué nécessite des soins prolongés et, d’aulre part, 
Valbumine, qui apparait 4 un moment donné du traitement, 
oblige a l’interrompre. 


Essais sur les trypanosomiases animales naturelles. 


On sait que les résultats fournis par les essais de laboratoire 
ne correspondent pas & ceux qu’on observe dans les infections 
naturelles; cela tient vraisemblablement a ce que, plus on 
avance dans I’échelle animale, plus la sensibilité de lorga- 
nisme est grande vis-d-vis des médicaments; le rapport chi- 
miothérapeutique tend alors vers l’unité a cause de | augmen- 
tation du dénominateur de la fraction C/T. L’activilé du 205 
dépassant cependant tout ce qu’on a observé jusgu’ici, il n’est 
pas surprenant que Ja Maison Bayer ait couru les risques d’une 
expérimentation dont le prix a été certainement trés .élevé. 

Fort beureusement, une occasion se présenta qui permit de 
faire des essais, en Allemagne méme, sur une épidémie qui a 
toujours été plus ou moins. a l'état endémique dans certaines 
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végions de l'Europe et qui est connue sous le nom de maladie 
du coit ou dourine. C’est la seule maladie & trypanosomes que 
l'on ait signalée dans nos pays. L’épidémie se développa sur- 
tout en Thuringe par suite de la mobilisation et prit tout de 
suite une assez grande extension. Les essais purent étre faits 
sur 116 chevaux par le professeur Pleiler, de l'Université d'Iéna. 
La plupart des chevaux traités ont été guéris; sur quelques- 
uns, le médicament resta sans action; chez d’autres, il fut 
insuffisant; certains, apparemment guéris, eurent des rechutes. 
Eafin, une jument réfractaire & tout traitement par le 205 fut, 
au contraire, guérie par l’atoxyl. 

Ellinger note encore que chez beaucoup de chevaux la 
maladie est latente; pour la manifester, on injecte une solu- 
tion d’adrénaline & 1/10.000 (10 & 30 cent. cubes, 3 fois en 
suivant), ce qui a pour effet de mobiliser les 7. Il combine le 
traitement par le 205 & lemploi de lémélique et de l’atoxyl. 
Lichtenheld et Walther traitent les chevaux par l’atoxyl et 
l’émétique. Ils ont essayé le 205 avec succés dans 6 cas. 

Le pouvoir curatif et préventif du 205 put étre ainsi établi 
sur les grands animaux et cest a la suite de ces expériences 
que le professeur Klein et le D* Fischer entreprirent leur 
mission. Les essais sur les animaux ont porté d’abord sur la 
tsé-tsé des bovidés (action curative et préventive), puis ils 
prirent la direction suivante vraiment intéressante : il s’agis- 
sait de savoir si des mouches infectées seraient débarrassées de 
parasites aprés avoir piqué et sucé le sang des animaux traités 
par le 205. Comme nous l’avons dit, les essais devaient étre 
préventifs et curatifs. 

On peut dire que la prophylaxie du nagana est d’une trés 
grande importance. Il existe en Afrique de nombreux pays ot 
Vagriculture est impossible parce qu ils sont entourés comme 
(une espéce de ceinture de mouches. Le bétail indigéne peut 
étre sain, mais presque lous les animaux qu'on envoie pour 
améliorer la race ou tous ceux qu’on exporte, deviennent 
malades aprés avoir traversé la zone infestée. On comprend 
tout lintérét qu’il y aurait & garantir les animaux de la maladie 
pendant un temps méme court. 

Nous passons rapidement sur tous les essais; ils sont fort 
ingénieux et ils consistérent en principe & nourrir des mouches 
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prisonniéres sur des animaux malades, bovidés ou singes. Les 
expériences sur les singes ne sont pas intéressantes, parce que, 
dune part, le singe n’est jamais infecté naturellement, son 
odeur semblant «déplaire fortement aux mouches et que, 
d’autre part, ils sont trés facilement guéris par le médicament. 
Par contre, sur les bovidés, les résultats ne furent pas bril- 
lants : par la voie buccale, méme de fortes doses (jusqu’a 
20 grammes) n’agirent pas et on fut obligé d’injecter des 
quantités élevées (jusqu’a 10 grammes); dans ces conditions, 
des animaux ayant été soumis, aprés le traitement, a la piqtre 
de 750 mouches, ne furent pas infectés. 

Ce qui géne beaucoup les expériences, c’est que la plupart 
des animaux sont porteurs de trypanosomes variés, en parti- 
culier de 7. bovis qui ne réagit pas au Bayer. 

I] est & noter que les mouches infectées ne perdent pas leur 
caractére infectieux aprés avoir sucé le sang des animaux 
traités par le 205; on ne peut donc réussir & détruire les 
parasites dans les glandes salivaires des insectes, pas plus 
qu’on ne peut influencer les infections quand elles se déve- 
loppent dans l’intestin. 

Cependant, les résultats ne sont pas si défavorables qu ils 
peuvent paraitre & premiére vue. Tandis, en effet, que les ani- 
maux non traités devenaient presque immédiatement malades 
en trayersant les districts ou sévissait la mouche tsé-tsé, pre- 
naient un aspect squelettique et mouraient parfois avant 
d’arriver aux centres d’abats, les animaux traités se sont 
maintenus dans une forme satisfaisante pendant de longs mois, 
et on put les amener & bon port dans un état utilisable pour la 
boucherie. 

Si on arrive a fabriquer le 205 aun prix abordable, i semble 
possible de ravitailler les centres cétiers a travers les districts 
ou regne la maladie. 

Des essais trés sérieux ont été faits également dans le trai- 
tement du surra, en particulier par Rodenwaldt et Douwes, 
ainsi que par Baermann. Les résullats observés par les pre- 
miers ne sont pas tres favorables : action trypanocide du 205 
est nette, les 7. disparaissent du sang rapidement, mais a la 
condition d'injecter des doses trés élevées. En un mot, aux 
doses & partir desquelles ils obliennent des effets curatifs cer- 
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tains, on a des effets toxiques dans 50 p. 100 des cas. Voici les 
conclusions des auteurs : 

1° Chez le cheval, l’organotropie et la parasitotropie sont 
trés voisines, le rapport C/T est, par conséquent, trés faible; 

2° L’emploi des hautes doses stirement curalives est impos- 
sible; 

3° L’emploi des petites doses souvent répétées n’empéche pas 
les récidives; d’autre part, il y a un effet cumulatif qui améne 
des intoxications. 

Et voici les mesures radicales que R. et D. préconisent : 
tuer les animaux dans un état avancé de la maladie, car ils ne 
peuvent étre sauvés par le 205; tous les animaux infectés, 
lorsqu’on peut les traiter dés l’apparition des phénoménes cli- 
niques, peuvent recevoir en tout 10 a 15 grammes de 205 par 
200 kilogrammes & la dose de 5 grammes tous les deux jours; 
tout r4cidiviste doit étre sacrifié; tout animal suspect doit étre 
traité par 1 gramme pour 150 kilogrammes; cette dose doit étre 
répétée aprés quatre semaines. 

Les résultats obtenus par Baermann, qui semblaient d’abord 
des plus favorables, se sont trouvés moins bons par la suite. 

Nous n’avons donné ici que les extraits des travaux les plus 
caractéristiques, mais ils suffisent largement pour se faire une 
opinion sur l'état actuel de la question du 205. A la fin de ce 
travail, nous dernons une bibliographie assez complete. 


Recherches personnelles. 


Nos recherches ont été entreprises, il fant lavouer, sans 
trop d’espoir. Le hasard nous a évidemment servis, car nous 
aurions pu travailler pendant des années encore sans arriver 
& aucun résultat. Bien des fois méme, découragés, nous avons 
eu le désir d’interrompre la poursuite d’un but qui semblait 
fuir devant nous. 

Nous avons priscomme point de départ une des nombreuses 
substances décrites dans les brevets Bayer, provenant de ce 
qu’on appelle Vacide H ou acide aminonaphtoldisulfonique 
I-8-3-6. Puis, nous avons étendu les recherches a d'autres 
acides naphtylaminosulfoniques. Pour éviter de les repro- 
duire chaque fois, nous donnons ci-dessous les formules 
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développées des trois principaux acides utilisés par nous: 


OH.” NE? SOsne ON 
‘ae : Se sue 
Acide H ) que nous designerons 
3 | (3 3 par la lettre B. 
sO NW i SO0°H 
SO°H 
SO3H NH? 
Vas 
why | | _, Acide K (1) 
sO AA? ial 


Les recherches sur les dérivés arsenicaux nous ayant mon- 
tré que les dérivés para-aminobenzoylés de laloxyl étaient 
plus actifs que les dérivés méta-, les premiers essais de conden- 
sation ont porlé sur l’acide para que nous avons d’abord copulé 
avec l’acide H; puis, sur la substance obtenue, nous avons fait 
agir une nouvelle molécule de l’acide para-aminé. Entin, tous 
ces complexes ont été condensés avec le phosgéne (2). 

= 
Acide H.COK > NH.COX NH 
| Acide H. 
co.nu<” Sco.nn( Seb 
Pe ON eg arty Aa 


Voici le résultat de l’essai sur les souris (tous nos poids 
sont calculés sur des souris de 20 grammes). Toxicilé environ 
0 gr. 012. Avec 0 gr. 0025, on n’observe pas d'action curative 
(nagana) ; avec 0 gr. 010, c’est-a-dire avec une dose trés voi- 
sine de celle qui est toxique, on nole que les trypanosomes 
continuent a augmenter le premier jour, puis diminuent et, le 
quatriéme jour, la souris est débarrassée de parasites; le 
sixiéme jour, rechute et le neuviéme jour, mort. Nous avons 
alors essayé le dérivé de l’acide m-aminobenzoique : 


hein 
Olip UNH FEORs979 >> 


Hie) —. NH 
| 
‘ ISO8N CO 
“anevavesaiee VS MiTiSeoab: 
(Acide H) < nr ele No OH 
| NH SCOMNEE: AN 
Nye > nasox | least 
.CO.NH Joe 


1) Pour simplifier, nous désignons par la lettre K acide de Koch, le vrai 
acide K posséde une toute autre constilulion. 
(2) Nous n’ayons que peu de renseignements opératoires 4 fournir, car 
nous avons suivi au début les conditions de préparation exposées dans les 
brevets. Les détails de préparalions parailront d’ailleurs 4 une autre place. 
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d. m. t. = 0 gr. 0412 environ (la souris est morte aprés 
l'injection de 0,015 et est tout & fait normale aprés 0,010). 

Action curative: avec 0,0025, les 7. conlinuent a augmenter 
pendant le premier jour; le troisiéme jour, disparition des para- 
sites; le sixieme jour, rechute; le huitiéme jour, mort. Avec 
0,005, les 7. augmentent le premier jour; puis diminuent; 
puis disparaissent : la souris est guérie. 

On observe déja, par conséquent, une différence trés nelte 
entre les acides méta- et para-aminobenzoiques ; mais, ces 
résultats neus ayant paru bien insuffisants, nous nous sommes 
adressés & acide amino-1-naphtaléne trisulfonique-3-6-8 que 
nous désignons par la lettre K. 

Pour étuidier influence d’un seul noyau, nous avons copulé 
Vacide Kk avec l’acide m-aminobenzoique; puis, sur le complexe 
obtenu, nous avons fait agir le phosgéne : 


SO'Na NH.CO > < _ >t0.NA SO*Na 
oa = NA SCO Ne eve 
SO'Na A _/'SO*Na son | leona 
(Acide I) (Acide kK). 


Des doses de 0,0005, 0,001, 0,005, 0,010 n’ont aucune 
action. 

Nous avons alors opéré la condensation avec 2 mol. d’acide 
m-aminobenzoique, de fagon a obtenir le corps suivant : 


Acide K. CO nes ies < \CO. Acide K. 
NH. COC} Zt SCONE 


"= N PCO NEE, 


Toxicité : 0,010, donne un peu de diarrhée pendant dix jours; 
puis animal se rétablit, mais il meurt un mois apres ; 
0,012, un peu de diarrhée; puis, l’'animal redevient normal ; 
0,015, on observe également de la diarrhée pendant dix jours ; 
puis animal se rétablit et il meurt, comme dans le premier 
cas, un mois apres. 

Action curative : 0,0005, nulle. 0,001 débarrasse la souris de 
ses TZ. le troisieme jour; rechute, le sixigme; mort, le trei- 
ziéme. Il faut noter ici le grand retard dans l’évolution de 
la maladie aprés la rechute. 0,0025; disparition des T. le 


RECHERCHES DANS LA SERIE DU 205 BAYER 101 


deuxiéme jour; rechute le sixiéme; mort le dixidme. 0,005 : 
guérison définitive. Rapport © a o 

Par conséquent ici, comme dans le cas de J’acide H, on 
observe une aclion trés nette quand on met en cuvre l’acide 
m-aminobenzoique. Du reste, le cas suivant montre l’influence 
défavorable du reste p-aminé. En effet, la méme condensation 
que la précédente, mais opérée avec cet acide, a fourni une 
substance tont a fait inaclive, méme A la dose de 0,010. 


Acide K. COC NE GO is SNH 


Nu< CO.NHE SCO. Acide K. 

Constatant une augmentation nette de l’activité thérapeu- 

tique, quand on passait d’une urée & un seul noyau aminoben- 

zoylé 4 l’urée & deux noyaux, nous avons étudié l’influence 

de trois noyaux : les deux premiers en position para et le 
troisiéme en posilion méta : 


ok. Col. = SNH GOC = YN NH’ SCO.NH’ YC : 
Ac. Rac eine NE Soe Se PCE CORNER WR YEO Beak 
CO Oc 
fe a 
\ /NH-CO-NHK / 


Ce produit n’agit pas sur le nagana expérimental. 

Comme on le verra dans des exemples ultérieurs, |’introduc- 
tion d’un troisiéme noyau a toujours une action nettement défa- 
vorable. Cette constalalion a restreint fort heureusement le 
champ de nos recherches. 

Nous sommes alors revenus & 2 noyaux, le premier étant 
l'acide amino en para, et le deuxiéme l’acide amino en méta : 


nee me PS; . Rey re ew eae 
Acide K CO<K _PNH.CO CO.NHC poo: Acide K. 
PS | anual 
Fe leas | 
\_/NH — CO — NE 


Ce produit n’est pas trés toxique : les souris supportent 0,015. 
Avec 0,0023 on peut prolonger la vie de la souris pendant 
trois jours sans que jamais les 7’. disparaissent. Avec 0,005 
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disparition temporaire des parasites, mais l’animal meurt cing 
jours apres l’injection. 

Nous avons essayé ensuite la premiére condensation avec 
acide m-amino et la deuxiéme avec l’acide p-amino. 


difie aw Lose SOQ: her-Ki 
Ac. K. pore seer a sag 6a c 
NE OO NH — CO— NH ee NH 


Ici encore, résultat négatif: aucune action & 0,010 alors que 
la souris ne supporte méme pas 0,015. 

Dans certains brevets Bayer on peut lire la description d’une 
substance préparée A l'aide d’acide méta-aminobenzénesulfo- 
nique. Nous avons alors essayé cet acide et nous l’avons 
condensé avec l’acide K; sur Je produit de copulation obtenu, 
nous avons fait agir successivement l’acide m-aminobenzoique, 
puis le phosgéne : 


AcideK.SO*XK > <  80* Acide K. 
NH.CO OC.NH 


Ble: — CO ba 


Cette substance est plus toxique que les autres : la souris ne 
supporte pas 0,010. Avec 0,012, elle meurt en cing jours. Avec 
0,015 elle meurt le lendemain. 

Des doses inférieures & 0,005 n’ont pas d’influence notable 
sur la marche de l’infection. Avec 0,005 on observe une dispa- 
rition temporaire des parasites, mais le sixiéme jour il se pro- 
duit une rechute et l’animal meurt le neuviéme. Enfin avec 
0,010 les 7. disparaissent, mais l’animal meurt intoxiqué. 

L’adjonction d’une nouvelle molécule d’acide m-aminoben- 
zoique au corps précédent augmente légérement son activité 
thérapeutique. 


he, K-soxX > ye te sje a 80*—Ac.K. 
NH. COC <_ 7CO.NH 


ji eNH.CO OC. NED & 
A SK NC 


| wi NH | 
SN NS 
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Ici, par conséquent, et exceptionnellement, trois noyaux 
agissent mieux que deux, tout simplement parce que le com- 
plexe urée m-aminobenzoylmétaaminobenzoique est un support 
parliculigrement parasitotrope. 

Quoi qu'il en soit, cette substance est assez toxique. La 
souris ne supporte méme pas 0,010; elle devient malade a partir 
du quatriéme jour et meurt le onziéme jour. Avec 0,015 elle 
meurt le lendemain. 

La dose de 0,005 guérit définitivement l’animal, mais il est 
fort malade du septiéme au dixiéme jour. 

Nous avons alors remplacé un des acides aminobenzoiques 
par Vacide méla-aminophénylacétique : l’échec a été complet : 


Acide K. Acide Kk. 
eae = Yo XS, 

PAS Ge Pesan arti Gian rat GU RCO NSCS aaa 3 
seas Nala SAR NS: 9/7 ea 


Ce corps n’a aucune action méme & la dose presque toxique 
de 0,010. 

Ayant opéré a peu prés toutes les substitutions possibles dans 
les séries simples, nous avons essayé de mettre en ceuvre des 
acides méthylés dans le noyau, en particulier l’acide p-méthyl- 
m-aminobenzoique : 


Acide K. Cos SCH? CHC CO. Acide K. 
— NH.CO OC.NH 
| | - 
~ bi 
hs LeRoi TAY 
CHs CHS 


Cette substance est peu toxique et la souris en supporte faci- 
lement 0,015, mais elle n’est pas trés active : en effet, 0,005 ne 
peuvent prolonger la souris que pendant trente-six heures 
environ. 

Constatant, d’une part, que malgré la faible action curative 
de la molécule précédente Ja toxicité semblait diminuer par 
introduction du groupe méthyl, et ayant a plusieurs reprises, 
d’autre part, noté comme une sorte de spéciticité du complexe 
urée acide méta-aminé, nous avons d’abord condensé l’acide K 
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avec l'acide m-aminotoluique, puis le produit obtenu, avec 
l'acide m-aminobenzoique : 


Acide K. Uae CH cw 0. Acide k. 
Sues » « » Co.NH. 7 
NH —CO—NH 


Cette urée est beaucoup plus active que les précédentes. La 
toxicité varie entre 0,010 et 0,012. 

Avec 1/32 de milligramme et 1/16 de milligramme, gui sont 
des doses déja trés actives quand il s’agit du 205, on n’observe 
pas d’action, mais avec 1/4 de milligramme la diminution des 
T. est trés accentuée le lendemain, et quarante-huit heures 
apres les parasites ont disparu; la souris reste trois jours a 0, 
mais elle meurt de rechute. Avec 1/2 milligramme, il y a 
encore quelques parasiles aprés quarante-huit heures (envir: n 
4 pour 50 champs) et l’animal reste trois jours 4 0; le cinquiéme 
jour on observe une rechute; le sixitme les 7. ont de nouveau 
disparu, et enfin le neuviéme jour, la souris meurt accidentel- 
lement et sans parasites. Chez une deuxiéme souris l’infection 
suit une marche & peu prés analogue; aprés disparition tem- 
poraire des 7’., on observe une rechule le sixiéme jour, puis de 
nouveau disparition des 7., et le vingtitme jour nouvelle 
rechute suivie de mort huit jours aprés. Une troisiéme souris 
est guérie pendant qualre jours, puis meurt de rechute. Une 
quatriéme souris, apres une légére rechute le troisiéme jour, 
est guérie pendant quatorze jours puis rechute. Avec 0,004, deux 
souris traitées voient disparaitre leurs 7. vingt-quatre heures 
apres Linjection et sont guéries définitivement. Enfin une autre 
souris a rechuté le huitiéme jour et a mis ensuite dix jours 
pour mourir avec diminution des parasites vers le quatorziéme 
jour. Rapport : = = 


Ces résultats sont déja fortintéressants, mais ils sont loin de 
valoir ceux qu’on observe avec Je 205. Ne voyant pas beaucoup 
de possibilité de les améliorer en partant de l’acide K, nous 
avons fait porter nos investigations sur un autre acide naphta- 
lénique : I’acide l-amino-4-6-8-naphtalénetrisulfonique, que 
nous désignerons par la lettre B et dont un dérivé est signalé 
dans l’encyclopédie d’Ulmann comme ayant servi & Bayer pour 


RECHERCHES DANS LA SERIE DU 203 BAYER 105 


ses substances trypanocides (1). L’acide B ne se trouve pas 
dans le commerce et nous avons dtile préparer, non sans diffi- 
cultés. 

Presque tout de suite nous avons pu nous convaincre que 
ses dérivés étaient plus actifs que ceux de l’acide K. Crest 
ainsi que le produit de condensation de deux restes méta- 


van aa < 
SO°Na NH CO<¢ CHS CH Goh COoON SO!N 
S / O.NH SO'Na 
Aaa NH Ys YO 
son } i ve a Mee 
Sona | | ) sony ~ 
a tae SO3Na 
CH® CH$ 


aminotoluiques avec l’acide B, est bien plus actif que le dérivé 
correspondant de l’acide K. Toutefois c’est une substance assez 
toxique, car la souris supporte a peine la dose de 0,01; avec 
1/16 de milligramme la mort des animaux infeclés de nagana 
est retardée de un jour. Avec 1/8 de milligramme, de deux jours. 
Avec 1/4 de milligramme de six 4 huit jours, avec seulement 
disparition temporaire des T. Avec 1/2 milligramme la prolon- 
gation est de dix jours et la disparition des 7. n’est complete 
que pendant deux jours. Avec 41 milligramme, sur 6 souris 
traitées, 2 sont guéries (dont une avec une légére rechule le 
sixiéme jour) et 4 ont eu des rechutes mortelles (2 le neuviéme 
jour, 4 le dix-septitme jour, 1 le trente et uniéme jour) (2). 
Avec 0,0025, sur 3 souris lraitées, une est guérie définilive- 
ment, 4 rechute le neuviéme jour, la derniére le seiziéme jour. 
Enfin, avec 0,005, 2 souris traitées sont guéries. 

Dans le cas de l’acide B, également, nous avons observé l’in- 
fluence défavorable d’une troisiéme condensation. 

Ainsi le dérivé : 


(1) Dans les brevets Bayer on ne trouve qu'une urée dérivée de cet acide, 
mais il est dit, dans la description, que des dilutions, méme élendues, 
agissent. Le fait méme que malgré cette action favorable il ne soit plus 
question de cet acide dans les brevets montre que Bayer a craint d’attirer 
l'attention sur cette urée mais il a eu pour conséquence d’éveiller Ja notre. 

(2) Il est 4 noter qu’on observe trés rarement des rechutes si lointaines 
avec l'arsenic. 
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CH NH — CO —NH CH! 


provenant de la condensation successive de trois restes para- 
méthyl-méta-aminés, n’agit pas, méme & 0,005, alors que la 
dose toxique est voisine de 0,010. 

Nous fimes encore un essai de condensation avec trois noyaux 
qui confirma d’une facon définitive influence néfaste d'une 
triple condensation; Vacide : 


pce» FY OSE 
Ac. B.COWT ve d oble on Po. Ac. B. 
COZ None “TB Y.NH 
NH GO. >CH CH Joe N 
NH NH 
| | 
CO CO 
yew oN 


| | ee 


Nex NH.CO.NH Sy 


est toxique a la dose de 0,010 et il agit trés faiblement a 
0,005. 

L’introduction d'une fonction phénolique dans l’acide ami- 
nobenzoique n'a pas donné de résultat appréciable; c’est ainsi 
que Ja substance : 


Acide B.COK. 0H OHK CO. Acide B. 
Nu GOK > 4: CO.NH 


NH2COM NHI GD 


injectée a la dose de 0,01, ne retarde l’infection que de un jour. 
Par contre, ce produit est trés peu toxique, car la souris sup- 
porte facilement 0,025. 

On remarque donc ici ce qui avait été observé chez les 
dérivés de arsenic, c’est-a-dire l'influence désintoxiquante de 
la fonction phénolique. 

Nous commencions de nouveau & étre un peu découragés 
quand nous etimes lidée de reprendre comme base des 


———— =f” 
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recherches le produit déja décrit par Bayer : l’urée de l’acide 
méta-aminobenzoyl-méta-aminobenzoique 


Acide B@OR Is by < C0. Acide B. 
; SW AMATYS AT rN ey 
NH.CO ¢ 7 < /) ©O.NH 


NH — CO —NH 


C’est & partir de ce moment que nos recherches prennent 
une tournure intéressante — palpitante méme — et qu’on voit 
apparaitre l’influence tout a fait extraordinaire des moindres 
modifications de la formule. 

La toxicité de ce produit est faible, car la souris supporte 
 facilement 0,012. Avec 0 gr. 00025 on a une prolongation de 
un jour. Avec 0,001 et 0,002 : guérison. 

Ce résultat était tres encourageant. Selon toutes les pré- 
visions, introduction d’un reste méthylé dans l’urée précé- 
dente devait l'améliorer notablement. Placons d’abord le reste 
méthyié sur la partie de la molécule formant l’urée de fagon a 
obtenir le produit suivant : 


Acide B/E0C | > < C0. Acide B. 
NH Ni 
clo co 
a ra 


| 


L Nieto 2 nal ) 
GH: CH* 


L’amélioration ne s’est pas produite; d’une part le produit est 
trés toxique : la souris ne supporte méme pas 4 milligrammes 
et meurt vingt-trois jours aprés avoir recu cette dose, et d'autre 
part 5 milligrammes ne donnent qu’un léger retard. Ll faut 
noter ici l’action toxique 4 longue échéance; en effet, avec 
0,010 on tue la souris en deux jours ; avec 0,006 en huit jours; 
avec 0,005 en neuf jours; avec 0,004 en vingt-trois jours. 

Ce sont ces propriétés physiologiques trés curieuses qui 
rendent si intéressantes les produits de la série du 205. 

Méthylons maintenant le premier acide aminobenzoylé, 
cest-a-dire opérons d’abord la condensation avec l’acide 
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p-méthyl-m-aminobenzoique, puis avec l’acide m-aminoben- 
zoique : 


y Ne ee Sn SS 1 SO°N 
NasoO* NH — CO, PCH? CH JOON SO*Na 
VON OAS SNA NH PTS 
Na 50% | | do Co | | SO*Na 

4 Z 
SO*Na () () NaSO® 
S54 NH — CO —NH\ / 


Celie substance, que nous désignons sous le n° 309, ne dif- 
férant done de la précédente que par un simple déplacement 
dun reste méthyle, parait identique au 205. 

Brusquement le coefficient chimio-thérapeutique monte a 
ces hauteurs signalées pour le 205 Bayer et qui auraicnt paru 
fantastiques & Ehrlich. Alors que la souris supporte facilement 
0,010, avec 0 gr. 000031 on fait disparaitre les 7. le deuxiéme 
jour et la rechute ne se produit que le neuvieme; parfois 
méme on observe des guérisons définitives & cette dose. Avec 
0,000062, il n’y a pour ainsi dire plus de 7. vingt-quatre 
heures aprés l’injection; les parasiles disparaissent aprés qua- 
rante-huit heures et la souris est définitivement guérie. Il en 
est de méme avec des doses de 1/4, 1/2, 1, 5 et 40 milli- 
grammes. C/T = 1/160. 

Si nous comparons le 309 au 205, dont nous avons pu, 
comme nous l’avons dit tout & Vheure, nous procurer une trés 
petile quantilé, nous ne pouvons noter la moindre différence; 
les deux corps agissent identiquement de la méme fagon. 
Etant donné tous les résultats négatifs antérieurs, il nous 
semblerait vraiment surprenant que le 205 ait une autre for- 
mule que celle que nous donnons au 309; mais naturellement 
nous ne pourrions affirmer définilivement Videntité que si 
nous possédions une quantilé suffisante du produit allemand. 

Pour illustrer d’une facon encore plus évidente, non seu- 
lement Vinfluence des chaines latérales, mais aussi celle des 
positions, nous dirons que l’urée du m-aminobenzoyl|-para- 
méthyl-m-amino-benzoyl : 


No COK CH CHC ca GO: ‘Ac. B. 
ee rae : ea) ae OS ae 
NH.CO€ > NH—CO—NHX _>CO.NII 


Ie 
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(par conséquent exactement le 309, si ce n’est que l'acide 
m-amino-benzoique est remplacé par l’acide p-aminé), n’agit 
ox . 
qu’a la dose presque toxique de 0,010, et encore seulement 
pour retarder la mort de quelques jours. 
Nous avons fait encore bien des essais pour tacher d’amé- 
liorer le 309, mais sans y parvenir. Nous citerons l’urée de 
Vacide m-aminosulfo-méthyl-m-amino-benzoique : 


Acide B. coc | >on CHK Sco: Acide B. 
NH.SO*) > < _ Ss0.NH 
fb ANCONA 


qui est, il est vrai, peu toxique. La souris supporte facilement 
0,018, mais, quand elle est infectée, 0,010 ne prolongent sa vie 
que de quelques jours. 


CONCLUSIONS 


1° Nous croyons avoir trouvé la véritabie formule du 205 
Bayer qui ne serait autre que Vurée du méta-aminobenzoyl- 
para-méthyl méta-aminobenzoyl-1-aminonaphtalene-irisulfonate 
de sodium-4-6-8. Toutefois, la preuve décisive ne peut étre 
fournie par nous par suite de la difficulté que nous avons 
rencontrée pour nous procurer une quantité suffisante du 
médicament allemand. 

2° Le 205 appartient a une série de substances des plus 
intéressantes tant au point de vue biologique que bactério- 
logique. 11 ouvre une voie nouvelle el, s’il n’a pas répondu a 
toutes les espérances que permettaient cependant les recherches 
de laboratoire, il est certain quil jouera un réle important 
dans Je traitement des trypanosomiases. 

3° Le 205 a le grave inconvénient de provoquer des néphrites 
plus ou moins tenaces. Les recherches doivent étre poursuivies 
dans le but de trouver des substances dépourvues de cette 
action toxique. 

4° Daus la série des urées é6tudiées par nous, quelques-unes 
agissent (sur les souris) moins bien que ce 309, mais leur prix 
de revient est plus bas et il est possible qu’ils soient trés actifs 
sur les grands animaux. C’est le cas de l'urée du méta-amino- 
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benzoyl-méthyl-aminobenzoyl-acide K (le 309 dans lequel 
V'acide B est remplacé par l’acide K). Nous nous proposons de 
le faire essayer en Afrique. 
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LA REACTION AU B. COL/ 
APPLIQUEE A L’ETUDE DE LA PROTEOLYSE SERIQUE 
(« FERMENTS DE DEFENSE » D’ABDERHALDEN) 


par 


E. WOLLMAN, V. LABERNADIE, 
M7 Ek. WOLLMAN et M'"* J. OSTROWSKI. 


D’aprés Abderhalden et son école la pénétration dans le 
sang de toute albumine qui lui est normalement ¢trangere 
a pour effet la production ou la mobilisation de ferments 
spécialement dirigés contre cette albumine et qui, en la 
détruisant, contribueraient & maintenir l’intégrité du milieu 
intérieur. 

On concoit tout lintérét que devaient susciter, parmi les bio- 
logistes et les médecins, de pareilles constatations. En dehors 
de importance que pouvail avoir, pour la compréhension de 
Vimmunité, ce moyen de lutte de l’organisme, la rapidité 
d’apparition et la spécificité exquise de ces ferments de défense 
semblaient devoir fournir une base a des procédés de diagnostic 
précis et sensibles dans les états physiologiques et patholo- 
giques les plus divers. Malheureusement, il faut constater 
que si peu de questions ont provoqué des recherches aussi 
nombreuses et des controverses aussi passionnées, il n’y en a 
euére otles résultats obtenus restent aussi incertains et contra- 
dictoires. 

Une partie des chercheurs confirment la spécificité remar- 
quable des ferments de défense et la tres grande importance 
pratique des procédés de diagnostic basés sur leur recherche. 
D’autres, aussi nombreux, refusent toule valeur & ces réactions 
el nient la spécificité, ou méme |’existence, de ces ferments. 

Une seule conclusion se dégage avec netteté de l'ensemble 
des travaux publiés : c’est que les méthodes employées, et tout 
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particulitrement celle dite de da dialyse, sont impropres & 
éliminer les erreurs d’interprétation et & fournir, entre les 
mains des différents expérimentateurs, des résultats compa- 
rables. Il nous avait semblé, dans ces conditions, qu'il y avait 


intérét & reprendre I’étude de cette question a l'aide de la 
méthode simple qu’est la réaction au B. colt. 


I. — Historique et état actuel de la question 
des « ferments de défense ». 


C’est & Delezenne que revient le mérite davoir, pour la 
premiere fois, mis en évidence l’action protéolytique du sérum 
sanguin, milieu connu jusque-la par ses propriétés antitryp- 
tiques. Cet auteur avait tout d’abord observé que le pouvoir 
gélatinolytique du sérum de chien, nul ou & peine marqué chez 
Vanimal normal, semblait augmenter 4 la suite d injections de 
gélatine (1). Peu de temps aprés, Delezenne et Pozerski (2) 
observent ce fait remarquable que le sérum sanguin de homme 
et de certains animaux, particulitrement du chien, normale- 
ment antitryptique, acquiert la propriété de digérer la gélatine 
et Ja caséine (mais non |’ovalbumine) a la suite du traitement 
par le chloroforme. 

Quelques années plus tard, Abderhalden et ses collaborateurs 
entreprennent des recherches systématiques sur le pouvoir 
peptolytique et protéolytique des humeurs et des tissus (3). Ils 
constatent que les éléments figurés du sang, leucocytes, héma- 
ties et plaquettes, sont doués, chez les diverses espéces étu- 
diées & ce point de yue, d’une action peptolytique prononcée. 
Quant au plasma (ou sérum) sanguin les résultats varient 
suivant les especes et les polypeptides considérés. C’est ainsi 
que le plasma (ou sérum) de cheval et de beeuf sont a peu 
prés inaclifs vis-a-vis de la glycyl-I-lyrosine. Il en est de méme 
pour le plasma de chien lequel attaque, pourtant, la diglycyl- 
glycine. Le plasma de lapin, par contre, digtre énergiquement 
le premier dipeptide. 


(1) E. Mercantkorr. L’tmmunilé dans les maladies infectieuses, chap. V, p. 114. 
Masson et Cie, Paris, 1904. 

(2) C. R. Soc. Biol., 55, p. 329 et 690. 

(3) Zeilschr. f. nhysiol. Chemie, 54, p. 334; 53, p. 230 et 294; 55, p. 371 et 377. 
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Poursuivant ces recherches Abderhalden et Pincussohn (1) 
obseryent un fait analogue & celui déja constaté par Delezenne 
et que nous avons rapporlé plus haut : le pouvoir d’attaquer la 
glycyl-l-tyrosine, constant pour le sérum normal de chien, 
augmente & la suite d'injections massives de sérum de cheval 
ou de blanc d’euf. On injecte, par exemple, & plusieurs 
reprises, 40 & 50 cent. cubes de ces protéines (280 cent. 
cubes en tout) & l’animal et on saigne celui-ci une heure 
ou plusieurs jours aprés la derniére injection. On mélange 
1 gramme de glycyl-l-tyrosine a 10 cent. cubes de plasma et 
on recherche, aprés trois jours de séjour & |’étuve & 37°, les 
quantités présentes du polypeptide employé et de ses consti- 
tuants. Les résultats, assez variables du reste, montrent qu’on 
retrouve, en moyenne, plus de dipeptide non modifié dans les 
expériences avec le plasma normal que dans celles faites avec 
le sang d’animeaux traités. C’est ainsi que les quantités de 
glycyl-l-tyrosine retrouvées variaient, avec le plasma normal, 
de 0 gr. 56 a O gr. 86, et de 0 gramme a 0 gr. 70 avec celui 
@animaux préparés : il y aurait attaque quelque peu plus 
rapide dans ce dernier cas. 

Ces résultats furent étendus au eas d’animaux préparés par 
des injections de peptone (2). En suivant au polarimétre les 
variations du pouvoir rotatoire des mélanges : plasma normal —- 
peptone et plasma d’animal traité + peptone, on constatait une 
attaque plus marquée dans ce dernier cas. 

Se basant sur le fait que la peptolyse ne se fait plus aprés un 
chauffage & 60°, Abderhalden l’attribue, comme Delezenne 
Yavait déja fait pour Ja protéolyse avant lui, a l’action de 
ferments. 

Jusqu'ici les faits observés ne présentent rien de trés inat- 
tendu, ni qui doive surprendre. Etant donné la présence de 
ferments protéolytiques et peptolytiques dans les leucocytes, les 
hématies et méme, d’aprés Abderhalden, dans les plaquettes, 
on concoit que la teneur du sang en ces ferments puisse aug- 
menter a la suite de toute intervention s’accompagnant d'une 
altération des éléments figurés du sang. Par contre, rien dans 
les résultats que nous venons de rapporter ne semble justifier 


(1) Zeilschr. f. physiol. Chemie, 64, p. 200. 
(2) Ibid., 62, p. 120 et 243. 
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les hypothéses et les généralisations dont ils deviennent le 
point de départ. 

Des ce moment, en effet, Abderhalden se demande si l’orga- 
nisme ne répondrait pas, par la production de ferments spéct- 
fiques, x Vintroduction de toute substance étrangére & la com- 
posilion normale du plasma sanguin. Dés ce moment, aussi, il 
envisage la possibilité d’expliquer ainsi les processus impor- 
tants de l'immunité et de l’anaphylaxie et d’appliquer la 
recherche des ferments spécifiques au diagnostic des états cli- 
niques les plus variés : grossesse, tumeurs, insuffisances orga- 
niques, maladies infectieuses. 

Ces espoirs ne semblaient pas devoir survivre a l’épreuve des 
premitres expériences d’orientalion : les ferments qui appa- 
raissent dans le sang a la suite dintroduction parentérale des 
diverses substances sont dénués de spécificilé au sens ordinaire du 
mot (1). C’est ainsi que le plasma d’un animal traité par des 
injections d’une albumine donnée attaque non seulement cette 
albumine et ses dérivés, mais aussi les substances protéiques les 
plus diverses; il serait inactif, toutefois, vis-a-vis des graisses 
et des hydrates de carbone : il y aurait spécificité de groupe. 

Abderhalden ne se laisse pas arréter par ces constatations. I] 
est séduit par la simplicité relative avec laquelle les choses se 
présentent dans la grossesse oui la confrontation avec les don- 
nées cliniques devait permettre d'étre rapidement fixé sur la 
valeur de la méthode. Schmorl et Veit avaient montré que les 
cellules de revétement des villosités choriales envahissaient 
fréquemment la circulation de la mére : n’y produiraient-elles 
pas, contre toute atlente, des ferments proléolytiques spéci- 
fiques pour le tissu placentaire? 

Les premiéres recherches furent effectuées & Vaide de la 
méthode optique mentionnée plus haut : on déterminait au 
polarimétre les variations du pouvoir rotatoire d'un mélange 
de peptone, de placenta et de sérum de femme normale ou 
enceinte. Les résultats dépassérent toutes les prévisions : seul 
le sérum gravide faisait varier le pouvoir rotatoire, celui des 
méJanges contenant du sérum normal restant constant, méme 
aprés un contact de plusieurs jours & létuve a 37°; d’autre 


(1) Zeitschr. f. physiol. Chemie, 64, p. 100. 
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part, le sérum gravide, lui aussi, devenait inactif apres chauf- 
fage a 60° (1). L’activité de ce sérum devait donc ¢tre attribuée 
a la présence de ferments attaquant la peptone de placenta, 
et qui manquent au sérum normal. La réaction de la grossesse 
était réalisée. 

Toutefois la méthode optique présente de tras grandes dif- 
ficultés, tant au point de vue de la préparation d’une peptone 
convenable qu’a celui de la détermination des résultats. Dans 
le cas de réaction positive les variations du pouvoir rotatoire 
peuvent ne pas dépasser 0°05. I faut, pour les saisir, posséder 
un appareil excellent et tre trés exercé dans son maniement; 
d’autre part il n’est pas facile de régler exactement la fabrica- 
tion d’une peptone ‘dont l’hydrolyse se traduise par des varia- 
tions utilisables du pouvoir rotatoire. Pour toutes ces raisons 
Abderhalden cherche une méthode plus pratique. 

Ktant donné la cause qui détermine l’apparition des fer- 
ments dans le sérum gravide (pénétration des cellules syncy- 
tiales), celui-ci doit attaquer non seulement les peptones, mais 
aussi les aibumines placentaires. On pourra déceler cette diges- 
tion en en recherchant les produits dialysables. A cet effet 
Abderhalden se sert de dialyseurs en vessie natatoire de poisson 
dans lesquels on introduit le sérum 4 examiner et un morceau 
de tissu placentaire privé au préalable de produits dialysables 
par une série de lavages & chaud. Les dialyseurs sont ensuite 
placés dans de eau distillée dans laquelle on recherchera les 
produits dialysables de la digestion & l'aide de la réaction du 
biuret (2). 

Cette nouvelle méthode de la dialyse a donné entre les mains 
d’Abderhalden et de ses collaborateurs des résultats non moins 
remarguables que ceux obtenus par la méthode optique : au 
cours de nombreux examens, seuls les sérums de femmes 
enceintes ont donné, dans les conditions indiquées, une réaction 
du biuret positive; celte réaction devenait négative lorsque les 
sérums avaient subi auparavant un chauffage & 60°. Fait inté- 
ressant, des résultats analogues ont pu étre obtenus expérimen- 
talement : en traitant des animaux (chiens, cobayes, lapins) par 
des injections de protéines placentaires on oblient un sérum 


(1) Ergebnisse der Geburtshilfe u. Gyndkologie, 2, p. 367. 
(2) Zeilschr. f. physiol. Chemie, 77, p. 249. 
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actif contre ces protéines; le sérum normal, lui, est dépourve 
de toute action. 

Encouragé par ces résultats, Abderhalden fait étendre les 
recherches dans les directions les plus diverses, et c’est, dans 
tous les domaines, une véritable péche miraculeuse. Nous 
venons de rappeler les résultats obtenus dans la grossesse par 
Abderhalden lui-méme et par ses collaborateurs immédiats. 
De nombreux auteurs en apportent une confirmation éclatante : 
la concordance entre les données du laboratoire et celles de la 
clinique serait, pour la grossesse, a peu pres absolue (1). Il en 
est de méme ailleurs. 

Fauser et ses éléves appliquent avec succés la méthode de la 
dialyse au diagnostic différentiel de la démence précoce et 
des psychoses du type de la manie dépressive. Le sérum des 
malades atteints de démence précoce attaque les tissus des 
glandes sexuelles; celui des malades du second groupe est 
inactif (2). 

Lampé et ses collaborateurs s'attachent a l'étude des maladies 
dystrophiques. Ils affirment que le sérum de basedowiens, 
par exemple, altaque toujours le tissu thyroide provenant de 
malades atteints de goitre exophtalmique, rarement le tissu 
thyroide normal. L’ovaire et le thymus sont attaqués dans une 
certaine proportion des cas alors que les résultats sont toujours 
négatifs avec les autres organes (3). De méme, le sérum de 
myxoedémaleux, ainsi que celui de malades atteints de goitre 
endémique, n’attaque que le tissu thyroide, & exclusion de 
tout autre (4). 

Des résultats intéressants sont obtenus également dans le 
diagnostic des tumeurs. Les propriélés protéolytiques du sérum 
se montreraient ici d’une spécificité étroite : les sérums de 
carcinomateux n’attaqueraient que le tissu de tumeurs épithé- 
liales, ceux de sarcomateux n’étant aclifs que contre les tumeurs 
conjonctives (5). 

Knfin, des résultats trés encourageants sont rapportés par 


(1) Miinch. med. Woch., 60, p. 1139 et 1427. 

(2) Minch. med. Woch., 60, n° 11; Ibid., p. 1197 et 1984. 
(3) Minch. med. Woch., 60, p. 1533. 

(4) Miinch. med. Woch., 60, p. 2412. 

(5) Minch. med. Woch., 60, p. 1644; Ibid., 64, p. 1386. 
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Abderhalden et Andryewsky en ce qui concerne le diagnostic 
de la tuberculose. Ici encore, la spécificité est remarquable, le 
sérum de bovidés tuberculeux, par exemple, n’altaquant que 
Ies bacilles du type bovin (4). 

La nouvelle méthode semblait donc autoriser tous les 
espoirs. Les recherches se multiplient avec une rapidité dont 
l'histoire de la science offre peu d’exemples. Mais alors que les 
unes confirment et étendent le role de la réaction d’Abder- 
halden, d’autres aboutissent & des résultats tres différents et lui 
dénient méme toute valeur. Le désaccord parait irréductible. Il 
ne peut étre question ici de citer tous ces travaux qui se chiffrent 
par centaines : quelques exemples choisis dans les différents 
domaines suffiront 4 montrer la contradiclion qui y régne. 


A. — DIAGNOSTIC DE 1A GROSSESSE. 


Freund et Brahm (2) examinent par la méthode optique et 
celle de la dialyse 135 sérums. Sur les 134 cas éludiés par la 
méthode optique, 97 ont donné des résultats concordants avec la 
clinique (= 72,4 p. 100). Cette concordance a été de 66,7 p. 100 
pour la méthode de la dialyse. 

Gambaroff (3) constate une concordance parfaite : 

22 sérums gravides donnent tous une réaction positive. 

10 sérums normaux sont tous négatifs. 

Mosbacher et Port (4) examinent 50 sérums gravides avec 
35 résullats positifs, 5 douteux et 10 négatifs. Pour 25 sérums 
de femmes normales la réaction a été positive 7 fois, douteuse 
11 fois et négative 7 fois. Enfin, 25 sérums d’ homme ont donné 
14 réactions positives, 9 négatives et 2 douteuses. D’aprés 
Lampé et Fuchs (5), on ne trouve jamais de ferments attaquant 
le placenta dans le sérum humain normal. 

M’® Sabin (6) a examiné 72 sérums; sur 43 réactions posi- 
tives, 39 furent confirmées par la clinique; les 16 réactions néga- 
tives l’ont été toutes. Des résultats moins salisfaisants ont été 


(1) lbid., 60, p. 1641. 

(2) Ibid., 60, p. 685. 

(3) [bid., p. 1651. 

(4) Deut. med. Woch., n° 28, 1944. 
(5) Ibid., p. 747. 

(6) La Presse Médicale, p. 1015, 1913. 
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obtenus par Daunay et Ecalle (1). Tous les sérums (24) de 
femmes enceintes examinés ont donné des réactions plus ou 
moins intenses. Mais de telles réactions ont pu également étre 
observées avec du sérum provenant de femmes non enceintes 
(3 cas). 

Allmann (2) obtient des réactions positives dans tous les cas 
(48) de grossesse confirmée, et des réactions négatives avec tous 
les sérums (22) provenant de femmes non enceintes. 

Enfin, Abderhalden, lui-méme, annonce, pour une série 
d’examens portant sur plusieurs centaines de cas, une concor- 
dance absolue avec la clinique. Il n’hésite pas 4 affirmer que les 
résultats obtenus avec la méthode de la dialyse dans le dia- 
gnostic de la grossesse sont une pierre de touche de l’habi- 
leté d’un expérimentateur. Nul ne devrait entreprendre des 
recherches originales 4 l’aide de cette méthode sans s étre assuré, 
auparavant, que sa technique lui permet d’obtenir des résultats 
corrects, pour 100 p. 100 environ des cas, dans le diagnostic de 
la grossesse (8). 

On voit assez, par ces exemples, le désaccord qui régne 
entre les expérimentateurs quant 4 la valeur de la réaction 
d’Abderhalden dans la grossesse. Pourtant, aucun des auteurs 
cités ne met en doute l'intérét théorique, ni méme pratique, 
de cetle réaction. Il n’en est plus de méme de Werner et von 
Winiwarter (4) et surtout de L. Michaelis et von Lagermarck (5). 
Les uns et les autres dénient & la réaction toute valeur. 

Le travail de Michaelis et von Lagermarck mérite une men- 
tion spéciale, caril a beaucoup contribué au revirement de l’opi- 
nion vis-a-vis de la réaction de la grossesse. 

En suivant minutieusement toutes les indications d’Abder- 
halden ces auteurs n’ont pu constater aucune différence con- 
stante entre le pouvoir protéolytique du sérum gravide et celui 
du sérum normal de femme ou d’homme. Michaelis et von 
Lagermarck insistent, d’autre part, sur certaines causes d’erreur 
dans la technique d’Abderhalden qui peuvent expliquer en 


) C. R. Soc. Biol., p. 1190, 1913. 

) Deut. med. Woch., p. 271, 1944. 

ABDERUALDEN. Abwehrfermente des tierischen Organismus, 3° édition, p. 133. 
in, 1943. 

) Wien. klin. Woch., n° 45, 1913. 

) 
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partie, tout au moins, les résultats favorables obtenus par la 
plupart des auteurs (1). Nous reviendrons sur ce point plus 
loin, lorsque nous étudierons cette technique en détail. 


Bre Diaenostic DES TUMEDRS. 


Les données des différents auteurs sont ici aussi contradic- 
toires que pour le diagnostic de la grossesse. Nous avons cilé 
plus haut quelques travaux dont les résultats apparaissent 
comme a peu prés parfaits au point de vue de leurs concor- 
dance avec la clinique. D’autres chercheurs ont été moins 
heurenx. 

Kammerer, Clausz et Dietrich (2) obtiennent Jes résultats les 
plus contradictoires : action variable sur le lissu cancéreux 
aussi bien de sérum de carcinomateux que de sérum normal. I] 
en est de méme pour Frankel (3). 

D’apreés Oeller et Stephan (4), tout en suivant scrupuleuse- 
ment la technique d’Abderhalden, on ne réussit pasa mettre en 
évidence des ferments protéolyliques pour un certain nombre 
de sérums de carcinomateux. Lorsque de tels ferments existent, 
ils ne sont pas spécifiques, le placenta et le sarcome étant alta- 
qués par le sérum de malades atteints de tumeurs épithéliales 
en méme temps que le tissu carcinomateux. De méme que 
Michaelis et von Lagermarck, ces auteurs insistent sur les nom- 
breuses causes d’erreur dont se trouve entachée la méthode de 
la dialyse. 

(ittinger, Fiessinger et Marie (5) n’obtiennent des réactions 
positives que pour les deux tiers environ des sérums de cancé- 
reux examinés. Par contre, Benech (6) constate une concor- 
dance parfaile avec les données cliniques : réaction positive 
avec l'ensemble des sérums cancéreux examinés (20), réaction 


(1) Il est intéressant de faire remarquer que la rédaction de la Deulsche 
medizinische Wochenschrift croit devoir justifier, dans une note, linsertion de 
ce travail, « dont les résultats, contraires @ ceux oblenus par de nombreux 
auteurs dans les domaines les plus divers du diagnostic médical, ne sauraient 
élre considérés comme significatifs ». 

(2) Minch. med. Woch., 64, p. 469. 

) Deutsch. med. Woch., n° 12, 1914. 

) Miinch. med. Woch., 64, p. 579. 

) Bull. Soc. méd, des Hop., 37, p. 962. 
) C. R. Soc. Biol., 76, p. 364. 
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négative pour tous les sérums (25) non cancéreux. Des résul- 
tats aussi favorables sont rapportés par Kotschneff et Shin- 
earewa (1). Enfin, Doyen et Takamine (2) confirment la valeur 
de la réaction dans le sarcome; les résultats seraient moins 
bons pour le cancer épithélial. 


C. — DIAGNOSTIC DES TROUBLES ORGANIQUES. 


Dés qu’un organe cesse de fonctionner normalement ses 
cellules déversent dans le sang, d’aprés Abderhalden, des sub- 
stances qui y sont normalement étrangéres. L’organisme réagit 
en produisant des ferments spécifiques dont Ja présence permet 
de diagnostiquer le trouble organique. Nous avons mentionné 
plus haut les recherches de Fauser sur la démence précoce, celles 
de Lampé sur les goitres exophtalmique et endémique. On con- 
coit l’enthousiasme avec lequel les cliniciens accueillirent ces 
faits reproduits, du reste, par de nombreux chercheurs. On ne 
saurait ne pas étre impressionné, par exemple, par des résul- 
tats comme ceux de Wegener (3). Cet auteur a examiné, par la 
méthode de la dialyse, un nombre considérable de sérums pro- 
venant de personnes normales ou atteintes de troubles divers. 
Le tableau ci-dessous résume une partie de ces recherches. 


NOMBRE RESULTATS 


NATURE DES CAS ETUDIES / 
des cas (organes allaqués par le sérum) 


~ Hysterie simples 92% 32 Aucun organe. 

2, Démence précoce. . . g Testicule ou ova're; cervelle. 

. Neurasthénie Substance nerveuse; quelquefois 
musculaire. 

. Pneumonie ; tubercu- 

lose pulmonaire. . . Poumon. 
. Alcoolisme 8 Foie; dans les psychoses alcoo- 
‘ liques, cervelle. 

LMEPILEPSLO sea eel on. Aussitét aprés laccés et pendant 
8 jours, cervelle; dans l’inter- 
valle des accés, aucun organe. 

. Personnes normales. . Aucun organe. 


(1) Ibid., p. 334. 
(2) [btd., 77, p. 345 
(3) Miineh. med. Woch., Gla pats: 
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Tous les auteurs sont loin d’enregistrer de tels succes. Dirnitz 
et Fries (1) échouent dans leurs tentatives d’appliquer la 
réaction d’Abderhalden au diagnostic différentiel de la démence 
précoce ; les résultats qu’ils obtiennent dans l’épilepsie sont 
des plus contradictoires. D’aprés ces auteurs la réalité ne 
répond guére aux espoirs fondés sur la nouvelle réaction. 
Bisgaard et Kossbjerg (2) aboutissent a des conclusions analo- 
gues: la recherche des ferments spécifiques ne présente, d’apres 
eux, aucun intérét en psychiatrie. 


| Des RECHERCHES EXPERIMENTALES. 


On pouvait s’attendre & des résultats plus univoques sur le 
terrain expérimental : il n’en est rien. 

Frank, Rosenthal et Biberstein (3) injectent & des lapins de 
Valbumine d’ceuf ou du rein de mouton broyé et mis en suspen- 
sion. Le sérum des animaux traités par cette derniére substance 
acquiert des proprictés protéolytiques non seulement vis-a-vis 
du rein du mouton, mais aussi vis-’-vis du foie de cet animal, 
et, surtout, du placenta humain: l’action n’est pas spécifique. 
On ne constate pas d’augmentation appréciable du pouvoir 
protéolytique a la suite du traitement par le blanc d’ceuf. 

D’aprés Fuchs (2), au contraire, les ferments protéolytiques 
qui apparaissent chez l’animal a la suite du traitement par une 
substance déterminée sont doués d’une spécilicité remarquable, 
mais d’un ordre particulier, analogue & celle que les immuno- 
logistes ont reconnu pour le cristallin. Le séruin d’animaux 
préparés par des injections de tissu rénal humain, par exemple, 
digérera non seulement le rein humain, mais aussi celui de 
lapin, de cobaye, de veau. De méme le sérum de lapin traité 
avec du tissu hépatique exercera une action protéolytique sur 
le foie des différentes espéces, a l’exclusion de tout autre 
organe. 

- Des résultats analogues ont élé notés par Dejust (4) et par 
Schlimpert et Issel (5) dont les observations ont porté sur la 


(1) Wien. klin. Woch., 43. 

(2) Deut, med. Woch , 40, n° 27. 

(3) Miinch. med. Woch., 60, p. 1594. 
(4) C. R. Soc. Biol., 76, p. 472. 

(5) Miinch. med. Woch., 90, p. 1758. 
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erossesse chez les animaux. Le premier de ces auteurs constate 
que le sérum de chienne normale n’a aucune action sur le pla- 
centa alors que le sérum de chienne gravide attaque non seule- 
ment le placenta homologue, mais aussi le placenta humain. 
D’aprées Schlimpert et Issel, les sérums de jument et de brebis 
eravides altaquent non seulement le placenta de ces espéces, 
mais aussi le placenta de femme. Inversement, le sérum de 
femme enceinte attaque le placenta de jument et cela avec 
plus d’intensité que pour le placenta homologue, d’ot avantage 
a’ employer le placenta de jument dans les cas de réaction 
douteuse. 

Enfin, Abderhalden et Schiff (1) étendant leurs recherches 
aux animaux constatent également, dans la grossesse, une pro- 
téolyse spécifique : le sérum de lapine pleine agit sur le placenta, 
a, Vexclusion de tout autre organe. 

Voelkel (2), ainsi que Fekete et Gal (3), observent l’apparition 
de ferments spécifiques chez les animaux immunisés contre des 
bactéries (B. coli et B. typhique). 

Par contre, la spécificité est formellement niée par Heilner 
et Petri (4). Ces auteurs provoquent un hématome sous-cutané 
chez le lapin et constatent que le sang prélevé quelques heures 
plus tard devient protéolytique pour différents organes alors 
qu il était sans action avant l’intervention. Cest par un méca- 
nisme analogue que s’expliqueraient, d’aprés Heilner et Petri, 
les phénomeénes observés dans la grossesse. Abderhalden et 
Schiff (/oc. cit.) opposent & ces expériences l’observation sui- 
vante faite sur ’homine : dans un cas d’écrasement musculaire, 
avec épanchement sanguin, le sérum du patient exercait une 
action protéolytique marquée sur le tissu musculaire, mais non 
sur ceux du foie ou du placenta. 

On voit, par ce qui préceéde, combien sont contradictoires les 
résultats obtenus par des expérimentateurs souvent également 
habiles et consciencieux et combien l’incertitude reste grande, 
malgré des centaines de travaux, quant au réle ou méme a 
existence des ferments protéolyltiques sp¢cifiques du sang. 


) Miinch. med. Woch., 60, p. 2230. 
) Ibid., 64, p. 349. 

) Monat. f. Geburtsh., 39. 
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(4) Minch. med. Woch., 60, p. 1530. 
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Un tel état de choses n’était pas fait pour encourager 
les chercheurs, ni surtout les praticiens et la réaction d’Abder- 
halden fut de plus en plus délaissée. Alors qu'on trouve plus 
de cent cinquante articles (travaux originaux, revues et 
analyses) consacrés A celte réaction dans la Miinch. med. 
Wochenschri/t pour 1914, il n’y en a plus que trois en 1922 (1). 
Méme en laissant de coté le fond méme de la question, & savoir 
Pexactitude des idées et des observations d’Abderhalden, on se 
rend compte qu’il n’en pouvait pas étre autrement quand on 
considére les irrégularités et les causes d’erreur inhérentes a la 
technique employée. 


Il. — Causes d’erreur dans la méthode de la dialyse. 


Nous avons mentionné plus haut les difficultés (de prépa- 
ration de peptone et de lecture) auxquelles se heurte la 
méthode optique et qui font qu’elle a di céder le pas & la 
méthode de la dialyse. Nous ne nous occuperons donc ici que 
de cette derniére. 

Nous avons rappelé déja le principe de cette méthode, fort 
simple, mais dont la réalisation se heurte dans la pratique a de 
trés grandes difficultés. Abderhalden a, du reste, cherché 4 
perfectionner la technique en améliorant les dialyseurs et en 
remplacant la réaction du biuret, peu sensible, par celle a la 
ninhydrine (tricétohydrindéne) dans la recherche des produits 
dialysables de la digestion. Telle qu’elle est actuellement pra- 
tiquée, la méthode de la dialyse présente trois sources princi- 
pales d’erreur tenant aux propriétés des dialyseurs, & la prépa- 
ration des tissus soumis 4 la protéolyse, aux réactifs employés. 
Nous allons examiner de plus prés chacun de ces points. 


A. — CAUSES D’ERREUR TENANT A L'EMPLOL DES DIALYSEURS. 


Les dialyseurs doivent remplir les deux conditions suivantes : 
étre imperméables aux albumines et perméables aux produits 
dialysables de la digestion de celles-ci: peptones, polypeptides, 
acides aminés. 

(1) L’un de ceux-ci maintient, du reste, la valeur trés grande de la réaction 


d’Abderhalden dans le diagnostic de la grossesse 4 condition d’y intro- 
duire une notion quantitative. 
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Des dialyseurs spéciaux, préparés en vue de la réaction d’Ab- 
derlhalden, ont été mis dans le commerce; ils sont censés satis- 
faire & ces deux conditions. Leur vérification, toutefois, reste 
obligatoire et cela non seulement au début des expériences, 
mais aussi a intervalles rapprochés au cours de celles-ci, la 
perméabilité pouvant varier avec le temps et, surtout, a la suite 
des manipulations auxquelles les dialyseurs sont soumis : 
lavages, brossage et surtout stérilisation. 

La vérification de l’imperméabilité aux albumines présente, 
dans la pratique, une importance secondaire, les dialyseurs 
envisagés satisfaisant, en général, a cette condition. Toutefois, 
déja ici, nous rencontrons une cause derreur sur laquelle 
Michaelis a le premier attiré l'attention et qui peut, le cas 
échéant, conduire a une fausse interprétalion des résultats. 
Dans !a technique habituelle on vérifie ’imperméabilité aux 
albumines de la facon suivante: on introduit dans le dialyseur 
2c. c. 5 de blanc d’ceuf dilué et on le porte dans un petit réci- 
pient contenant 20 cent. cubes d’eau distillée stérile. Le con- 
tenu du dialyseur et du récipient est recouvert d’une couche de 
toluéne et le tout porté a ’étuve. Au bout de seize heures, oa 
recherche l’albumine dans le liquide extérieur & l'aide de la 
réaction du biuret. Or, & la limite, la teinte bleue-violette carac- 
téristique est trés difficile & apprécier eta distinguer de la teinte 
bleue du réactif. Admettons que ]’on ait trouvé une réaction 
positive dans un cas ot elle ne devait pas létre. On sera tout 
naturellement amené a vérifier & nouveau la perméabilité a 
Valbumine du dialyseur employé; étant donné la difficulté 
d'interpréter le résultat de la réaction du biuret a sa limite 
on pourra, & tort, attribuer au passage de lalbumine le résultat 
obseryé. 

La perméabilité des dialyseurs aux produits de la digestion 
joue un réle autrement important. Pour que les résultats soient 
comparables il faut n’employer que des dialyseurs d'une per- 
méabilité rigoureusement la méme. Dans la pratique on vérifie 
cette perméabilité de la fagon suivante. On introduit dans les 
dialysevrs 5 cent. cubes d’une solution de peptone a 
0,5 ou a 1 p. 100 et on recherche la peptone dans le liquide 
extérieur, apres seize heures de dialyse, & l’aide de la réaction 
de la ninhydrine. L’intensité de la réaction étant fonction de 
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la concentration des substances actives, des précautions 
minutieuses sont prescrites pour que {I’évaporation se fasse 
uniformément pendant la dialyse et surtout pendant I’ébulli- 
tion avec la ninhydrine. Dans la pratique toutes ces précau- 
tions se montrent illusoires. : 

Les dialysals obtenus avec les solutions de peptone habituel- 
lement employées donnent avec la ninhydrine une coloration 
violette intense qui masque complatement les faibles différences 
tenant a une perméabilité inégale des dialyseurs. Or, étant 
donné les trés petites quantités de substances dialysables 
produites dans !a réaction d’Abderhalden, des différences 
minimes de perméabilité suffisent pour en fausser les résultats. 
Lange (1) recommande de n’employer, pour l’épreuve de la per- 
méabilité, que des solutions de peptone trés étendues, a 
0,1 p. 100 par exemple, permettant de déceler des différences 
de perméabilité qui échappent totalement avec la technique 
habituelle. 

Méme lorsque toutes les précautions ont élé prises pour 
choisir des dialyseurs également perméables, on n'est pas & bout 
de difficullés. A chaque expérience, ces dialyseurs sont stéri- 
lisés par ébullition, ce qui modifie leur perméabilité. I suffit 
donc que certains d’entre euxaient été employés plus fréquem- 
ment que d’autres pour que la perméabilité devienne inégale. 
Cette difficulté pourrait élre facilement écartée en numérotant 
les dialyseurs de maniére 4 les employer le méme nombre de 
fois. Malheureusement, comme l’a montré Lange, méme en sou- 
mettant & l’ébullition pendant un temps rigoureusement le 
méme, un méme nombre de fois, des dialyseurs d’égale per- 
méabilité, les modifications obtenues sont trés variables d'un 
dialyseur & l'autre. Il est done pour ainsi dire impossible 
d'opérer sur des dialyseurs idenligues, ce qui revient a dire 
qu'on est condamné, dans la méthode de la dialyse, a travailler 
sans témoins rigoureusement comparables. 

Une autre difficulté tenant aux dialyseurs est celle d’assurer 
lasepsie parfaite des manipulations. Les dialyseurs ne sup- 
portent pas une stérilisation prolongée et celle-ci n'est qu im- 
parfaitement assurée par le procédé qui consiste a les plonger 


(1) Biochem. Zeitschr., 64, p. 193-255. Ce travail contient une des meilleures 
études qui aient été faites sur la technique de la réaction de la dialyse. 
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dans l’eau bouillante pendant quinze a trente secondes. Or, la 
présence de germes protéolytiques, méme en petits n nombres, 
peut changer le résultat d’une expérience. 


B. — Causes p'ERREUK TENANT A L’EMPLOL DE TISSUS D’ORGANES. 


La trés grande majorité des travaux faits aide dela méthode 
de la dialyse étant d’ordre clinique (diagnostic de la grossesse, 
des tumeurs, etc.) les albumines soumises & la digestion sont 
fournies par des fragments d’organes dont la préparation défec- 
tueuse constitue une source d’erreurs sérieuse. L’organe 
employé doit étre privé de sang qui peut lui-méme é¢tre attaqué 
et conduireainsi a de faux résultats. La technique d’ Abderhalden, 
qui consiste a laver l’organe 4 l’eau de robinet, ne conduit pas 
au but; elle permet bien d’obtenir un tissu « blanc de neige », 
mais simplement par suite de l‘hémolyse des globules rouges, 
les stromas restant en place. Or, comme |’a montré Lange, les 
stromas lavés peuvent étre attaqués par le sérum et donner 
naissance & des produits dialysables en dehors de toule action 
spécifique sur l’organe. D’autre part, il est & peu prés impos- 
sible de débarrasser les fragments des constituants « non spéci- 
fiques » tels les vaisseaux, les tissus de soutien, etc., et les 
fragments employés peuvent, a ce point de vue, présenter des 
différences considérables. La seule facon d’éviter ces causes 
derreur consisterait & employer, pour les recherches théo- 
riques, des albumines purifiées, et pour le diagnostic, des 
suspensions de cellules correspondantes. 


C.. — Causes D'ERREUR TENANT AUX REACTIFS EMPLOYES. 


Nous avons mentionné plus haut les difficultés que peut pré- 
senter l'interprétation de la réaction du biuret. Cette réaction 
peul étre remplacée avantageusement, pour la recherche des 
albumines, par des réactions plus sensibles, celle a lacide sulfo- 
salicylique, par exemple. Pour ce qui est de la recherche des pro- 
duits dialysables de la digestion, la réaction du biuret, employée 
au début, a cédé la place a celle du tricétohydrindtne (ninhy- 
drine). Cette réaction, elle aussi, peut donner lieu & de nom- 
breuses erreurs d’interprétation. 
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La ninhydrine, réactif trés sensible des acides a-aminés et, a 
un moindre degré, des peptones et des albumines, réagit aussi 
avec d'autres substances dialysables, amines, oxéthylamines, 
aminoaldéhydes, dérivés uriques, etc. (1), et méme avec des 
compos¢s inorganiques, d’ow des causes d’erreurs importantes. 

D’autre part, l’intensité de la réaction, avec les peptones et 
les acides aminés, augmente en présence de phosphates (2). 
Lorsque le tissu employé, par exemple, ne contient que des 
traces de peptone insuffisantes par elles-mémes pour donner la 
réaction de la ninhydrine, celle-ci peut devenir positive en pré- 
sence de sérum, en dehors de toute digestion, par apport de 
phosphates. Enfin, la réaction peut devenir positive par simple 
addition des quantités de peptones contenues dans le sérum et le 
tissu et dont chacune est insuffisante & donner ce résultat pour 
son propre compte. L’impossibilité d’avoir des dialyseurs de 
perméabilité rigoureusement égale ne permet pas, dans ce cas, 
de recourir & des témoins: sérum inactivé + tissu, ou bien 
sérum et tissu placés dans des dialyseurs différents, mais plon- 
geant dans le méme liquide extérieur. 

Les diverses causes d’erreur entachant la méthode de la dia- 
lyse et que nous venons de passer en revue, la rendent impropre 
non seulement & toute application pratique (Frankel, Lange, 
Oeller et Stephan), mais méme aux recherches expérimen- 
tales (3). Nous nous sommes donc proposé de reprendre cette 
étude a l’aide de Ja méthode au B. co/z que l'un de nous a décrite 
il y a quelques années et qui avait permis d’aborder utilement 
plusieurs questions comportant la recherche d’actions protéoly- 
tiques de faible intensité (4). 


(1) NeuserG. Biochem Zeitschr., 67, p. 56. 

(2) Deetsen et Franket. Minch. med. Woch., 641, p. 466. 

(3) L’exemple suivant tiré du travail de Michaelis et Lagermarck montre 
bien les irrégularités qui entachent la méthode de la dialyse. Un sérum de 
femme non enceinte a donné dans 3 expériences paralléles les résultats 
suivants : 


4° Sérum seul 2° Sérum + placenta 
Ley ef (OFC A LAT BESET ze UES wed POLES FC Op OL + + 
Pee et ee, oe 5. Ta een ae eee 
1s sew AAS | en de Roy Re gee 0 ORR aoe LE det) (calles 0 


Snivantle hasard du groupement des dialyseurs, on aurait conclu a une 
réaction négative ou positive. mr aes 
(4) C. R. Soc. Biol., t. LXXXVII, p. 1138 et C. R. Ac. Sc., t. CLXXVII, p. 1162. 
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Ill. — Technique et sensibilité de la réaction au B. coli. 


Au cours de recherches sur la putréfaction intestinale (4), lun 
de nous fut frappé par le fait que la quantité de composés aro- 
matiques (notamment d’indican urinaire) mesure en quelque 
sorte l'intensité du processus, alors que la plupart des bactéries. 
de la putréfaction intestinale ne produisent pas ou ne produisent 
que trés peu d’indol. Le grand producteur de l’indol intestinal 
étant le B. coli, on devait en conclure que |’activité indologéne 
de ce bacille marchait de pair avec l’attaque des protéines dans. 
Je gros intestin. Des expériences préliminaires nous montrérent 
qu'il en était bien ainsi. Il suffit d’ensemencer du B. putrificus 
(quine produit jamais d’indol) dans un milieu albuminoide, du 
sérum, par exemple, et de faire suivre cet ensemencement par 
celui du B. colt pour voir apparaitre la réaction de VPindol d’au- 
tant plus intense que l’attaque des protéines par le 8. putrificus 
avait été plus longue. Reprises aprés la guerre, ces recherches 
ont été étendues a d’aulres bactéries protéolytiques (2) et nous 
pimes nous convaincre que la production d’indol aprés ense- 
mencement de B. coli temoigne de L’attaque des albumines: de 
B. coli, dans les conditions de ces expériences, est un indicateur 
de la protéolyse. 

Ensemencé dans divers milieux albuminoides — blanc d’wuf 
frais prélevé aseptiquement et dilué; blanc d’ceuf étendu au cin- 
quitme et stérilisé ; caséinate ou albuminate de soude; sérum 
sanguin prélevé dans de bonnes conditions — le B. coli y cul- 
tive plus ou moins bien, mais sans produire d’indol. Celui-ci 
apparait si le milieu asubi auparavant une action protéolytique 
quelconque, acette seule condition que l’albumine employée 
conlienne du tryptophane: on se trowve en présence d’une réac- 
tion bactériologique simple de la protéolyse. 

Dans nos premiéres expériences nous nous étions servis, 
pour rechercher lindol, de la réaction de Salkowski (nitrite de 
potasse et acide sulfurique). Par la suite nous n’avons plus 


(1) E. Metcantkorr et E. Wottman, Sur quelques essais de désintoxicalion 
inlestinale. C. R. Acad. des Se., 154, p. 1373 et Ces Annales, 25, p. 825. 

(2) E. Wortman, B, coli comme indicateur de la protéolyse. ,C. R. Soc. Biol., 
82, p. 1263. 
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employé que la réaction d’Ehrlich au p-diméthylamidohenzal- 
déhyde, beaucoup plus sensible. On décéle couramment, par 
cette méthode, Vindol & une dilution de 1 p. 4.000.000 a 
1 p. 8.000.000 et les bons échantillons de p-diméthylamido- 
benzaldéhyde donnent une réaction nette avec des dilutions 
dindol a 1 p. 10.000.000. 

Voici la technique suivie. 

Le milieu dans lequel on veut rechercher l’indol est ense- 
mencé de B. colt et placé a létuve & 37° pendant trente-six a 
quarante-huit heures. On en préléve une partie qu’on mélange 
en agitant légérement avec un volume égal d’éther; on décante 
celui-ci et on y ajoute le quart environ de son volume d’une 
solution & 4 p. 100 de p-diméthylamidobenzaldéhyde; on fait 
arriver doucement, au fond du tube contenant ce mélange, 
1 a 2 cent. cubes d’acide chlorhydrique a l'aide d'une pipette 
effilée : en présence Windol, il se forme, a la limite des couches 
d*ther et d’acide, un anneau d’un beau rouge violet (1). 

Avant d’appliquer cette réaction & l'étude d’une protéolyse 
donnée on doit s’assurer que l'albumine envisagée contient 
du tryptophane et est susceptible, par conséquent, de donner 
naissance & de l’indol sous l’action du B. coli. Pour cela, on 
soumet cette albumine a la digestion trypsique, a l’hydrolyse 
acide ou, encore, & l’attaque par une baclérie proléolytique : 
nous employons souvent, simultanément, les trois procédés. 
Dans le milieu ainsi digéré (et neulralisé si l’on a eu recours a 
Vhydrolyse acide), on ensemence un B. coli tres indologéne 
et on pratique, comme il a été dit ci-dessus, la réaction de 
Pindol (2). 

Ayant reconau, de celte facon, la présence de tryptophane dans 
lalbumine étudiée, on procéde a]’expérience proprement dite : 
on met cette albumine en contact avec le milieu dont on désire 
déceler l’action protéolytique. Au bout de quelques jours on y 
ensemencedu B. coli et on fait la réaction de lindol. Un tube 
contenant l’albumine seule dans l’eau physiologique, ou mieux, 


(1) Suivant la technique mise au point par A. Berthelot. Recherches sur 
quelques caractéres du Proleus vulgaris, Thése, Paris, 1913. 

(2) Etant donné lextréme sensibilité de la réaction d’Ehrlich, la recherche 
de Vindol dans un milieu donné, apres digestion et ensemencement de 
B. coli, fournit un moyen simple pour y caractériser le tryptophane. 
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dans une solution nutritive (1), et un autre contenant le milieu 


dont on veut étudier le pouvoir protéolytique, servent de 
témoins. 


Avant d’aborder par ce procédé l'étude de la protéolyse 
sérique, il était nécessaire de comparer la sensibilité de notre 
technique a celle de la méthode de la dialyse (2). 

Une premiere série d’expériences a été faite dans le but de 
savoir 4 quel moment chacune des deux méthodes permet de 
déceler une protéolyse commencante. 


Exeérience I. — Du blanc d’ceuf dilué au cinquiéme et stérilisé est ense- 
mencé avec du B. subtilis. A différents intervalles les tubes sont soumis a 
une ébullition prolongée, aprés quoi une partie du contenu (5 cent. cubes) est 
portée dans un dialyseur d’Abderhalden (n° 579 A) placé lui-méme dans un 
petit récipient renfermant 20 cent. cubes d'eau distillée. L’autre partie est 
ensemencée de B. coli, Quarante-huit heures plus tard la réaction de la 
ninhydrine est pratiquée sur le dialysat de la premiére partie et celle de 


Vindol, d’aprés la technique décrite plus haut, sur la seconde. Voici les résul- 


tats obtenus : He 


REACTION REACTION 
TUBE de la ninhydrine de l’indol 
4. Culture de B. subtilis de 15 heures. ..... 0 = 
Oe — Gee NA 0 + 
3. — ecg Ot re eee refers = _ 
4, _ de 48 ee SNP) Ce aS oo + 
5. — de. 537 G4 Se), ie, ae + + + 
6. — Co cay a eo ee 4+ + +++ 


Il est & remarquer que, dans cette expérience, la dilution & 
la suite de la dialyse n’a été que de 1 p. 5environ, c’est-a-dire 
trois fois moins forte que dans la technique habituelle d’Ab- 
derhalden. D’autre part la dialyse a été prolongée pendant 
quarante-huit heures au lieu des seize heures prescrites dans 
le procédé habituel. Les résultats notés sont donc, pour la 
méthode de la dialyse, des résultats trop forts. Malgré cela, les 
indications fournies par la réaction au B. col? ont été nette- 
meut plus précoces et plus marquées. 


(1) Nous employons la solution suivante : 


Phosphate monopotassique 


oh deth iy Pieele eh tenMohate PaeE aS 2 er 
octates diam On Un n asec pce see 6 er, 
Cinilon igo GlereroyolitNe Gi A Gk Se ne So we 5 gr 
Boa GS GC see aio See ee 1.000 gr. 


Alcaliniser avec de la soude déci-normale. 
(2) E. Wottman et Mme Wottman. Bull. Soc. Chimie biol., 5, p. 253. 
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EXPERIENCE Il. — A une série de tubes contenant du blanc d'ceuf stérilisé, 
au cinquiéme, on ajoute XII gouttes d’une solution tres étendue de trypsine. 
On arréte la digestion en faisant bouillir les tubes a intervalles de quelques 
minutes et l’on procéde ensuite comme dans l’expérience précédente. Les 
tubes nvs 3, 4, 5 sont faits en double, de maniére a vérifier la régularité des 
résultats. Le tableau suivant résume ceux-ci : 


TURE REACTION REACTION 
de la ninhydrine de Vindol 


3. 
We 7 Al0) eg (Sf AMA eect ae) 


4. 9 ai (es 

3 tig x Re RO Oe cies (es G 4) 

e S80 ef appasighein Wii nil ote 
— 2 pe ata el Jenna 


Les remarques faites & propos de l’expérience précédente 
s’appliquent également & celle-ci. 


Expérrence III. — Comme ci-dessus, les tubes recevant II gouttes d’une 
solution de trypsine a 3 p. 100. Les tubes 2, 3, 4 sont faits en double. 
REACTION REACTION 
TUBE de la ninhydrine de Vindol 
1 eeM A CINOIIN SAAN ee iste e oe ck ete es 0 0 
2. ‘ : : 2s N’ ite. 
of. { Aprés 5 minutes de digestion. . . () a oe ip 
Guaiame 4 + = 
3". Til 0 ala 
atte og = + ++ 
I. ; Bt 0 a 
5 — 20 — es. + qPAae 
6. — 25 _— = ae ae 
7. — 30 — ze ae aie 


Les tubes 3 et 4, faits en double, donnent, par la méthode 
de la dialyse, tantot une réaction négative, tantot une positive. 


Expérience [V. — Nous nous sommes proposé, dans cette expérience, de 
comparer la sensibilité des deux méthodes en cherchant a déceler des quan- 
tités connues d'une peptone donnée, mélangée & un milieu albuminoide. 
A cet effet, on ajoute A une solution de blanc d’ceuf, au cinquiéme, des quan- 
tités croissantes de peptone pancréatique de fibrine donnant une réaction 
nette avec la ninhydrine A1 p. 3.000 et la réaction de l’indol a 1 p. 5.000 apres 
ensemencement avec du B. coli (voir plus loin). Comme dans les expériences 
précédentes, une partie du contenu (5 cent. cubes) de chaque tube est porlée 
dans un dialyseur, l'autre étant ensemencée avec du B. coli. Les tubes 2, 


3,4 et 5 sont faits en double 
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Voici les résultats obtenus : 


REACTION REACTION 
AAU de la ninhydrine de ee 
im héemoin (sans: peptone)... 0.0mm = 0 

as + 

Peptone av sp3.200)5 cms eee (G3) eS 
- + ae a 
3! — “er ose le SUD eres Meng teatro ceil (2) (or 
4. + +++ 
na _— UO oMWeekete Gate ooo © futile Yh Oe 
os Rae (2 
9 — 1 GOR LOO see, stars ae eee oe ee PRI Bi 
6. — 1) 1200 %99.<1 seek: Aig re. +4+++ +++4+ 


On remarquera que le tube témoin, sans peptone, a donné 
une réaction + avec la ninhydrine. 

L’ensemble de ces résultats montre que la réaction au B. colt 
est d'une grande régularité et d'une sensibilité supérieure a celle 
de la dialyse. 

Enfin, nous avons recherché, pour plusieurs échantillons 
de peptone, quelle était la sensibilité limite de la réaction de la 
ninhydrine et de celle de lindol. Contrairement a ce que l’on 
pouvait penser a priori (la sensibilité de la réaction au B. colt 
étant liée & la teneur d’une peptone en tryptophane), les dilu- 
lions limites ont varié d’une facon sensiblement paralléle pour 
les échantillons de peptone examinés avec les deux méthodes 
(peptone pancréatique de fibrine, pepsique de fibrine, pepsique 
de leuf, Bacta-peptone et peptone Chapoteaut) (A). 

La ninhydrine employée directement, c’est-a-dire sans dialyse 
préalable, réagissait avec ces peplones & des dilutions allant 
de 1 p. 5008 1 p. 3.000. Avec le B. coli, on obtenait une réac- 
tion de l’indol positive, suivant les peptones, de 1 p. 500 a8 
1 p. 5.000. Or, dans la pratique, la ninhydrine n’intervient 
quapres dialyse et, par conséquent, dilution correspondante. 
Dans la technique habituelle 1 c.c. 5 de sérum_ sont 
dialysés contre 20 cent. cubes d’eau, ce qui correspondrait & 
une dilution de 1 p. 14 en admettant une répartition tout a 
fait homogéne. Avec les échantillons de peptone employés la 
technique d’Abderhalden ne permettrait done de déceler que 


(1) Seule une peptone de caséine, due & l’obligeance de M. Berthelot, a 
faitexception. La réaction de l’'indol était encore positive avec cette peptone, 
4 1 pour 6.000 alors que celle & la ninhydrine devenait négative A 1 p. 1.000. 
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1 p. 35.4 1 p. 250 environ de peptone, alors que la réaction au 
B. co donnerait encore des résultats positifs 44 p. 250 — 
4 p. 2.500, si lon diluait les solutions de moitié comme nous 
le faisons pour les sérums. 

La méthode au B. coli permet, par conséquent, non seu- 
lement d’exclure les diverses causes d’erreur inhérentes a 
l'emploi des dialyseurs; elle présente, en outre, sur celle de la 
dialyse, lavantage de suivre de plus prés les phénoménes de 
protéolyse. 


IV. — Protéolyse sérique chez le lapin normal ou préparé. 


Plusieurs séries d’expériences ont été faites en vue de 
déterminer les modifications des propriétés pro!éolytiques 
du sang a& la suite d’introduction parentérale d’albumines. 
Y a-t-il augmentation du pouvoir protéolylique dans ces 
conditions? La protéolyse conslatée est-elle  spécifique ? 
L'expérimentation semblait présenter, pour répondre a ces 
questions préliminaires, des avantages marqués sur les recher- 
ches cliniques : simplicité d’interprétation des résultats, possi- 
bilité d’employer des solutions d’albumine au lieu de tissus 
d’organes dont ona vu plus haut les inconvénients. 


Dans une premiere série d’expériences cing lapins ont recu trois injec- 
tions intrapéritonéales d’une solution de blane d’ceuf au cinquieme stérilisée 
a 115°. Deux de ces lapins meurent en cours d’expérience. Voici les résultats 
fournis par les trois autres. 


Lapin 19/20. — Saigné & Voreille le 30 juin, & 10 heures du matin, aprés 
avoir été mis a jeun pendant quarante-huil heures; sang centrifugé et sérum 
décanté le jour méme. On le répartit en deux tubes et on fait l’expérience 
préliminaire suivante : 

Tube 1: Sérum + 1/20 de son volume de solution de blane d’uf. 
Tube 2 : (témoin) sérum seul. 

Les deux tubes sont portés a l’étuve a 37° jusqu’au 8 juillet. On en dilue 
le contenu avec de la solution nutritive (voir plus haut) et l'on ensemence 
du B. coli. On recherche la réaction de Vindol le 10 juillet : la réaction est 
negative pour les deux tubes. 

Le lapin recoit trois injections intrapéritonéales de 2 cent. cubes de solu- 
tion de blane d’ceuf chaque fois, le 30 juin, les 3, 6 et 7 juillet. On le saigne 
le 18 juillet (aprés un jetine de quarante-huit heures). Le sérum est réparti en 
trois tubes. 

Tube 1 : Sérum + 1/20 de son volume de solution de plane d’uf, 
Tube 2 : Sérum seul (témoin). 
Tube 3: Sérum dilué de solution nutritive (témoin) + 8B. coli. 
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Le 24 juilllet la réaction de lV'indol se montre négative pour le tube 3. 

Le 28 juillet on dilue de solution nutritive le contenu des tubes 1 et 2 et 
on y ensemence du B. coli. 

Le 30 juillet la réaction de V'indol est négative pour les deux tubes. Le 
sérum de ce lapin dilué a 1 p. 10 précipite le blanc d’ceuf a 4 p. 1.000. 


Lapin 18/49. — Comme ci-dessus. Expérience préliminaire {sérum normal) ; 
réaction négative pour les deux tubes (sérum seul et sérum + blanc d’ceuf). 

Expérience définilive (apres préparation par le blanc d’ceuf) : réaction de 
Vindol négative avec le sérum seul ainsi qu avec le sérum + blane d'euf. 


Lapin 23. — Comme ci-dessus, avec cette différence que le lapin ne recoit 
que 1 cent. cube de solution de blanc d’ceuf A chaque injection. 

Expérience préliminaire (sérum normal) : la réaction est négative avec le 
sérum seul ainsi qu’avec le sérum +- blane d’euf. 

Expérience définitive (apres préparation par le blanc d’ceuf) : réaction de 
Vindol négative aussi bien avec le sérum seul qu'avec le sérum + blane deuf. 

Dans ces trois expériences, le sérum s'est montré dépourvu de toute action pro- 
léolytique aussi bien aprés qwavant la préparation des animauz. 

Les lapins employés étant alteints de pasteurellose (quatre d’entre eux 
succombent successivement le 7 juillet, le 15 juillet, le 9 aout etle 10 aout), 
Vexpérience a été recommencée sur un autre groupe d’animaux. 


Lapin 64. — Mis a jeun le 1°" aout, saigné a Voreille le 2 aout. Le sang est 
centrifugé et le sérum réparti le lendemain dans 3 tubes. 
Tube 1 : sérum + 1/20e de son volume de solution de blanc d’ceuf. 
Tube % : sérum seul (témoin). 
Tube 3 : sérum dilué de solution nutritive + B. coli. 
Le tube 3 donne une réaction de l’indol négative. 
49 aout, Le contenu des tubes 1 et 2 est dilué et ensemencé de B. coli. 


24 agut: 
Tube. 4s réachionide  Lindol kLertasgs ieee Bee - tH 
huber 2:enéachione des) indole seemed 0 eens ; — 


Le lapin regoit des injections de solution de blanc d’eeuf (3 cent. cubes 
chaque fois) les 9, 18, 28 aout et 1¢" septembre; il est mis a jeun le 18 sep- 
tembre et saigné le lendemain. 

20 septembre. Le sérum est réparti dans cing tubes. 

Tube 4 et 1’ : sérum + 1/20¢ de solution de blane d’ceeuf. 
Tube 2 et 2’: sérum seul (témoins). 

Le cinquiéme tube regoit du sérum dilué de solution nutritive et est ense- 
mencé aussitot de B. coli. 

La réaction de Vindol est négalive pour ce dernier tube. 

28 septembre. Le contenu des tubes 1 et 2 est dilué et ces tubes ense- 
mencés de B. coli. 

Tube 1 (sérum + blanc d’ceuf) : réaction de Vindol . + 
Tube 2 (sérum seul): réaction de ’indol ,..... 

5 octobre. Le contenu des tubes 1! et 2! est dilué et les tubes ensemencés 

de B. coli. 
Tubesiesreachiony dein o]aeeeeeeees een nee ++ 
s Tube 2’: réaction de l’indol . 


Lapin 65. — Comme ci-dessus. 
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Le sérum dilué aussitét aprés la prise (3 aout) et ensemencé avec du B. 
colt donne une réaction de Vindol négative. 

Expérience préliminaire (sérum normal). 

21 aoul. Aprés seize jours d’étuve a 37°, le contenu des deux tubes est dilué 
et ensemencé de B. coli. 


24 aout: 
Tube 4 (sérum + blane d’ceuf) : réaction de Vindol . ++ 
Tube 2 (sérum seul) : réaction de l’'indol,. ..... ++ 


Expérience définilive (apres préparation par le blanc d’ceuf). 
Cette expérience n’a pu étre faite (rupture des carotides). 


Lapin 66. — Comme ci-dessus; le sérum dilué aussitot aprés la prise el 
ensemencé avec du B. coli donne une réaction de l’indol négative. 
Expérience préliminaire (sérum normal). Apres seize jours d’étuye, le con- 
tenu des tubes est dilué et ensemencé de B. coli. 
Tube 1 (sérum + blane d’euf): réaction de ’indol . ++ + 
Tube 2 (sérum seul) : réaction de lindol...... +++ 
Ezpérience définitive (apres traitement par le blanc d’meuf). 
Premier essai, apres huit jours de séjour a l’éluve : 


Tube 1 (sérum + blane d’ceuf) : réaction de lindol . + 
Tube 2 (sérum seul) : réaction de l'indol. ..... — 
Deuxiéme essai, aprés quinze jours de séjour a l’étuye. 
ubewie-réachoned es lindol=— seen en eee .. $+t4+ 
uber Gemeaction de. limdGl oecete seca <i cnt oa. — 
Lapin 67. — Comme ci-dessus. Le sérum dilué et ensemencé aussitot 


apres la prise donne une réaction de l'indol négative. 
Expérience préliminaire (sérum normal). Aprés seize jours d’étuye, le con- 
tenu des tubes est dilué et ensemencé de B. coli. 
Tube 1 (sérum + blane d’ceuf) : réaction de Vindol. . +++ 
Tube 2 (sérum seul): réaction de Vindol. ..... oe ttt 
Expérience définitive (aprés traitement par le blanc d’ceuf). 
Premier essai, aprés huil jours a |’étuve. 


Muesli sreaction-de lt imdOlen 2 ss me cs ae es ++ 
ib ers eCachlone COel tH cLOlmmc sane tele sis) wie ae 
Deuxiéme essai, apres quinze jours a l’étuve. 
UpesUerreactlOn de IM UOllamenm mewttts start cates cots +++ 
iuibesoearéactionsde. Vind Oia « j=. ms = s seat « ++ 


Cette deuxidme série d’expériences montre qu’un sérum qui, 
ensemencé aussitot aprés la prise, ne donne pas la réaction de 
Yindol, peut présenter une réaction positive aprés un séjour 
prolongé & I’étuve (n° 64, 65, 66, 67) : wne hydrolyse des 
protéines semble se produire dans une certaine proportion des 
cas, dans le sérum d’animaux normaux ou préparés. Cette hydro- 
lyse semble étre accélérée, aussi bien pour les sérums normaux 
que pour ceux danimaus préparés, par la présence d'aibumines 
étrangéres (n°* 64, 66, 67). 

Dans une troisieme série d’expériences, deux lapins ont été 
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préparés par des injections intrapéritonéales de blanc d’eut 
cru. 


Expérience. — Les lapins 76 et 79 recoivent les 19, 24 et 29 janvier respecti- 
vement 5,3 et 2 cent. cubes de blanc d’ceuf cru en injection intrapéritonéale ; 
saignés le 3 février, leur sérum ni seul, ni mélangé pendant trois jours au 
blane d’ceuf cru n’a donné de réaction de l'indol, aprés ensemencement de 
B. colt. 

Deux nouvelles injections de blanc d’ceuf (par voie sous-cutanée) sont faites 
le 6 et le 9 février. Les lapins sont saignés le 12 février. Les sérums mis a 
l’étuve pendant dix jours ont donné une réaction de l'indol négative apres 
ensemencement par le B. coli. 


Cette expérience montre que le sérum des lapins préparés 
par des injections de blanc d'wuf cru n'a acquis aucun pouvow 
protéolytique pour cette substance. 

Dans deux autres expériences, les deux méthodes, celle de 
la dialyse et celle au B.. coli, sont employées parallélement, en 
partie tout au moins. 


Dans la premiére de ces expériences, trois lapins recoivent le 26 février en 
injections intraveineuses : 

Lapin 78 : 5 cent. cubes d'une solution de blanc dceuf. 
Lapin 83 : 3 cent. cubes de blane d’ceuf cru dilué de moitié. 
Lapin 84 : 3 cenl. cubes de sérum de cheval. 

Les quatre lapins sont saignés le 29 mars, le sang centrifugé et le sérum 
décanté le méme jour. Les sérums sont réparlis en tubes soit seuls, soit 
mélangés aux albumines employées. 

Le 3 avril, une partie (1 c. c. 5) du contenu de chaque tube est prélevée et 
portée dans des dialyseurs d’Abderhalden; une autre partie est diluée et 
ensemencée de B. coli, Le 5 avril, on recherche l'indol dans cette seconde 
partie et on fait la réaction de la ninhydrine sur la premiéve. 

Voici les résultats des deux réactions. 

REACTION REACTION 
de l’indol de la ninhydrine 


Lapin 78 (préparé avee du blane d@euf stérilisé). 
Tube 1 (sérum + blane deeuf stérilisé). . 0 0 


Tube 2 (sérum-+ sérum de cheval)... . 0 0 

Tub 3 (sérum seul; témoin) . . 0 N’a pas été faite. 
Lapin 83 (préparé avec du blane d’cuf frais). 

Tube 4 (sérum + blane d’eeuf). . . . . . 0 + + 

hubes2a(sehumiseulc acu a atom ame ae 0 0 


Lapin 84 (préparé avec du sérum de cheval). 
Tube J (sérum + sérum de cheval) . .°. + La réaction 
Tube 2 (sérum + blane d’ceuf stérilisé). . + n’a pas ) 
Tube*s(senumyceul)ge or, 5 vaseean nee 0 été faite. 
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Le sérum de cheval et le blanc d’ceuf donnent, isolément, une réaction d'indol 
négative. : 

Dans la deuxiéme série, trois lapins sont saignés a loreille le 34 octobre. 
Le sérum prélevé est divisé en deux parties. 

2 novembre, la premiére est répartie dans trois tubes pour chaque lapin et 
mise a l’étuve. 

Tube 1 : sérum seul. 
Tube 2: sérum + solution de blanc d’ceuf, 
Tube 3 : sérum + sérum de cheyal. 

La deuxiéme partie du sérum est distribuée dans des dialyseurs d’Abder- 

halden. 
Dialyseur 4 : sérum seul. 
Dialyseur 2 : sérum + 10 gouttes de solulion de blanc d’ceuf. 
Dialyseur 3 : sérum + sérum de cheval. 

La réaction de l'indol est faite sur la premitre partie aprés trois jours 
d’étuve et deux jours de culture de B. coli. Celle de la ninhydrine est faite 
sur la seconde aprés vingt et une heures de dialyse, Voici les résultats 
obtenus : 


REACTION REACTION 
de l'indol de la ninhydrire 
Lapin 51: = 
SAR VOTD UCIT Le ah ecole ashes leirhedia dete ictal + 0 
Serum blanedtceutxee Oa + 0 
Sérum-+ sérum de cheval..... : +++ + 
Scrum de chevaleseuly snes. of 4 es + 0 
Lapin 52: 
SERUMUUSCU ents totes acer eD cP oer ples us + 0 
SONS EMV ete Geni hy) Se ae + + 
Sérum + sérum de cheval... . ae 0 
IRIN ChOSMIMSuIS Aigo oo on 4 oe 0 0 
Lapin 53 : 
Sérum*seulger tsar. ts te sey. sale Nea 0 0 
Serum - blane/dceuh 4 oss + 0 


Les lapins recoivent le 31 octobre une injection intrapéritonéale : 
Lapin 51 : de 10 cent. cubes de solution de blanc d'ceuf. 
Lapin 52: de 6 cent. cubes de blanc d’ceuf cru au tiers. 
Lapin 53 : de 10 cent. cubes de sérum de cheval. 
Saignés le 6 novembre, le sérum de chaque lapin est réparti le 8 novembre 
dans 4 tubes. 
Tube 1: sérum seul. 
Tube 2: sérum + blane d’ceuf cru. 
Tube 3: sérum + solution stérile de blane d’ceuf. 
Tube 4: sérum + sérum de cheval. 
12 novembre. Une partie du contenu de'chaque tube (4 c. c. 5) est portée 
dans un dialyseur d’Abderhalden, l'autre est diluée et ensemencée de B. coli. 
44 novembre. La réaction de-la ninhydrine est pratiquée sur la premiere 
partie, celle de l'indol sur la seconde. Voici les résultats de ces réactions. 
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REACTION 


de la ninhydrine 


Lapin 51 (préparé avec une solution stérili- 
sée de blanc d’ceuf) : 
Tube, 4: (sérum seul)\-) pesky stn © 
Tube 2: sérum + blanc d’ceuf cru. . 
Tube 3: sérum + solution stérilisée de 
blanc (d'couiisi. aroncala Geils 
Tube 4: sérum de cheval. .......- 


Lapin 52 (préparé avec du blane d’ceuf cru) 
Tube Ay scares eras eae 


Digg’ Ge) do) ergs ieee sy, wees se ga Wee, oe lets 


Tube 1 


7 OS eB OO GO eee, ca, manera Oe 
2 LAL Sg wens Te Bel Re: Beat em Fo Cacete semen se ae 


TUE, SPM cae Gt ce ee ram 


Meee Sy re Gal aie? tel Wel gm) NOE Petae mening his, <4 


oi it 


REACTION 
de l’indol 


-b tire i 


Ht + 


+++ 


Ni la réaction de la ninhydrine, ni celle de lindol ne montrent aucune 
augmentation du pouvoir protéolytique du sérum a la suite du traitement 


par les albumines. 


Dans une autre expérience, les lapins 78, 83, 94 (voir plus haut) ainsi qu’un 
lapin nouveau 85 recoivent en injection intrapéritonéale : 
Lapin 78 : 5 cent. cubes d’une solution stérilisée de blane d'ceuf. 
Lapin 83 : 3 cent. cubes de blanc d’ceuf cru dilué. 

Lapin 84 : 3 cent. cubes de sérum de cheyal. 
Lapin 85 : 3 cent. cubes dune solution de blane dceuf stérilisée. 


Le lapin 82 sert de témoin. 


Les lapins sont saignés trois ou quatre jours apres l’injection d’albumine, 
le sérum réparti en tubes soit seul, soit mélangé aux albumines employées 
est mis 4 l’étuve. Au bout de sept jours, il est dilué et ensemencé avec du B. 


coli. Voici les résultats de la réaction de lindol. 


Lapin 78 (préparé avec solution de blanc d’ceuf stérilisée) : 


Tube 4 sénum seul eemaen. alk mas o 
Tube 2; sérum + blane d’ceuf stérile. . . 
Tube 3 : sérum -+- sérum de cheval. . . . 


Lapin 83 (préparé avec du blane d’ceuf frais) : 
Mubenies 6M iin: SOU) taiwan te 
Tube 2: sérum-+ blane d’cuf frais. 
Tube 3: sérum + sérum de cheval 


Lapin 84 (préparé avec du sérum de cheval) : 
Tube 1: sérum seul 


Cee WC Ee eect te ce Bee) | BT 


By “an Soh PPR E Te: Roy ee whst whe 


REACTION 
de l’indol 


ho | 


o 
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REACTION 
de l'indol 
Lapin 85 (préparé avec solution de blanc d’ceuf stérilisée) : 
Wubeaeese cuniys cullen etree ss, 5 wot Pa Sa) eaten ~- 
sia cia eaceruime blanc: dosti Gael em— oe ENN wea 2 ++ 
ube si serume+- serum descheval.ea i saeie eee te, +++ 
Le sérum de ce lapin prélevé avant Vinjection de blanc 
d’ceuf avait donné les résultats suivants : 
hube Mee Serinarse Ulisse eso cee A onan aa = 
Tube 2: sérum-+ blanc d’ceuf...... =k 
Tube 3: sérum + sérum de cheyal. . xe 
Enfin le sérum du lapin 82, témoin, a donne: 
Tube Mssenumypseullew wre saeco 2 a Seen, eee +- 
Tube 22 sérum-—+ blanc d’muf....... LSS Aly Pade? == 
Tube 3: sérum --'sérum deicheval.........:. =s 


Nous avons également préparé deux lapins par des injections 
de caséine. Etant donné la teneur élevée de cette protéine en 
tryptophane, la digestion par le sérum devait étre constatée 
avec une facilité particuliére (1). Dans les deux cas, pourtant, 
le sérum des animaux préparés s’est montré dépouryu de toute 
action sur la caséine. 

Dans une derniére expérience, nous avons cherché & vérifier 
les résultats de Heilner et Petri qui avaient constaté une aug- 
mentation du pouvoir protéolytique du sérum a la suile d’épan- 
chement sanguin sous-cutané. 


Un lapin est saigné 4 Voreille et le sérum obtenu est réparti dans 3 tubes. 
Tube 1: sérum seul. 
Tube 2 : sérum + blanc d’ceuf. 
Tube 3: sérum + sérum de cheval. 
Apres sept jours d’étuye, le contenu des tubes est dilué et ensemencé de 
B. coli. Voici les résultats de la réaction de l’indol. 


REACTION 

de lindol 
LAT GRAA es ee eweite, Be, RAL RTOS TEATS EES =o 
Taye, Qe grat Revecerrs te watts Igawa les oi gc0¥ a 
4H OS meh ae OR AES LCE RE SCREEN ORES er eet Cee ae + 
SenuimmedeteneyalySeUl a ais % Alerl mie one) oem cok cc a + +. 
Bitnevdieut Seu aes ik AGAAM, 2p PhS) Ch. AUS OE 0 


On incise la veine jugulaire du lapin et on referme la peau avec des agrafes 


(1) Nous rappelons que nous avons pu déceler par la réaction au B. coli 
des quantités de peptone de caséine inférieures a 4 p. 5.000, alors que la 
réaction a la ninhydrine devenait 4 peine perceptible a 1 p, 4.000 de cette 


peptone. 
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de Michel. Le sérum préleyé quatre jours aprés celte intervention et traité 
comme ci-dessus donne les résullats suivants : 


REACTION 

de l'indol 
Tube4 :'sérum-seull <5. 2 es ee SUG See + 
Tube. 2.-'séruny-- blanc d’couthy sa.e aan eee oe ees + 
Tube 3 <sérum.> serum, derchevaleen cy estes ener ++ 
Blancedicculiese uilen amc Ea og amen Tia, Cae Shee Ee tay Fe 0 
Sérum de cheval seul........- Dts, hs ee See + 


Il y a donc eu, dans ce cas, une légére augmentation du 
pouvoir protéolytique pour le sérum de cheval et, peut-étre, 
pour le blanc d’ceuf. 

L’ensemble de ces expériences montre qu'on ne note que 
rarement une augmentation marquée du pouvoir protéolytique 
du sérum chez les animaux préparés par des injections d’albu- 
mines. Une telle augmentation lorsqu’elle existe, n'est pas 
spécifique, le sérum de cheval donnant, dans nos expériences, 
des résultats plus marqués que le blanc d’ceuf, quelle qu’ait été 
lalbumine employée dans la préparation de l’animal. D’autre 
part, le sérum normal peut, en présence d’albumine élrangére, 
ou méme seul, présenter de la protéolyse aprés un séjour pro- 
longé a l’étuve. 

Pour en finir avec les expériences sur l‘introduction paren- 
lérale d’albumines chez l’animal, nous dirons quelques mots 
des résultats obtenus avec des animaux infeclés ou préparés 
par des injections de suspensions bactériennes. 

Nous avons vu plus haut que, d’aprés Abderhalden, le sérum 
de Vorganisme tuberculeux acquiert le pouvoir de digérer les 
protéines du bacille de Koch. La réaction serait d’une spéci- 
ficité extraordinaire, le sérum de bovidés tuberculeux, par 
exemple, n’atlaquant que les bacilles du type bovin. 

Aprés avoir vérifié que les corps des bacilles tuberculeux 
cultivés en bouillon glycériné renferment du tryptophane, 
nous avons fait agir sur de tels bacilles dégraissés (1) du 
sérum normal de lapin, ainsi que des sérums de lapins 
tuberculeux ou bien préparés par des injections de bacilles 
dégraissés et qui donnaient en présence d’antigéne tuberculeux 


(1) Des bacilles tuberculeux dégraissés avaient été mis obligeamment a 


notre disposition par M. Goris et par MM. Négre et Boquet, que nous tenons 
a remercier ici. 
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une réaction de fixation fortement positive. Pas plus que le 
sérum normal, le sérum @animaux tuberculeux ow préparés 
par des injeciuons de bacilles dégraissés n'a jamais montré 
d’action protéolytique vis-a-vis des corps bacillaires. 

Ilen a été de méme dans quelques expériences ow les lapins 


avaient été préparés par des injections de bacilles typhiques ou 
de B. colt tués par la chaleur. 


PROTEROLYSE SERIQUE CHEZ LA FEMME EN ETAT DE GESTATION 
AINSI QUE CHEZ LA FEMME ET L’HOMME NORMAUX, 


Malgré les résultats peu encourageants fournis par les expé- 
riences sur les animaux que nous venons d’exposer, nous 
avions voulu éludier, & l'aide de la méthode au B. coli, les 
modifications du pouvoir protéolytique du sérum dans la gros- 
sesse. 

Nous avons vu, en effet, que c’étaient les constatations faites 
dans la grossesse gui furent le point de départ de la théorie des 
« ferments de défense ». Dans les derniéres éditions de son 
livre, Abderhalden maintient l’exactitude des faits avancés et la 
valeur de sa réaction en s’appuyant sur plusieurs milliers 
d’examens ne comportant qu'une ou deux erreurs de diagnostic. 
Les résultats discordants obtenus par certains chercheurs 
s’expliqueraient par les difficultés de la méthode. 

Il semblait impossible, devant le résultat de nos expériences 
sur les animaux, d’admettre, avec Abderhalden, une produc- 
tion de ferments spécifiques pour le placenta. Mais on pou- 
vait se demander si les particularités du métabolisme dans la 
grossesse ne déterminaient pas une augmentation non spéci- 
figue du pouvoir ‘protéolytique du sérum, utilisable dans la 
pratique, et qu’une technique simple permettrait de mettre en 
évidence avec régularité (1). 

Nos examens ont porté sur douze sérums de femmes 

(1) En compulsant les publications récentes sur le diagnostic de la gros- 
sesse, nous yenons de retrouyver un travail de Rivas et Buckley (Journ. of 
med Research, 14, p. 297), dans lequel l’idée d’appliquer le B. coli au diagnostic 
de la grossesse a également été exprimée. Trois sérums ont été examinés 
par cette technique : un sérum gravide, un sérum de femme vierge el un 
sérum d’homme. Tous les trois ont donné un résultat négatif, ce qui ne 


saurait surprendre, les auteurs n’ayant employé pour la recherche de l’indol 
que la réaction au nilrilte de potasse et 4 l'acide sulfurique. 
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enceintes, neuf sérums de femmes normales et cing sérums 
d’hommes. Dans tous les cas, le sang a été prélevé a jeun le 
malin. Le placenta a été préparé en suivant scrupuleusement 
la technique indiquée par Abderhalden. Voici le résumé de 


ces expériences : 


a) Sérums de femmes enceintes. 


Sérum 1. — Sang prélevé le 12 juin 1922; centrifugé; le sérum est décanté 
aussitot; une partie est diluée avec de l’eau physiologique et ensemencée 
avec du B. coli, le reste mis a la glaciére jusqu’au 24 juin. 

La réaction de Vindol pratiquée sur la premiére partie au bout de vingt- 
quatre et quarante-huit heures est négative. 

21 juin. Le sérum est distribué dans 2 tubes. 

Tube 1: sérum seul (témoin). 
Tube 2 : sérum + placenta. 

Mis & l’étuve 4 37° jusqu’au 4 juillet. 

4 juillet. Le contenu des 2 tubes est dilué et ensemencé avec du B. coli. 

7 juillet. On recherche l'indol dans les deux tubes. 


ubests(teim On) arama meee 0 Réacti ahs 

Tube! ot) BP Gs AD eee © eee action positive. 
Sérum 2. — Comme ci-dessus. 

Sérum seul (témoin)) 2 = =. = 0 : Us 

Sérum + placenta. ...... a Réaction positive. 
Sérum 3. — Comme ci-dessus. 


Sérum seul (témoin) . 


= ‘ se 
Sérum-+placenta....... ome Réaction positive. 


Sérum 4. — Sérum prélevé le 21 juin, Distribué dans 2 tubes. 
Tube 1: sérum seul (témoin). 
Tube 2: sérum -+ placenta. 
27 juin. Une partie du contenu de chaque tube est diluée et ensemencée 
avec du B. coli. 


29 juin : 
Tuber. (témoin) Sra. 08) . 0 f 
Tie: ihe tees a" eae ache He Réaction douteuse. 


4 juillet. La partie restant dans chaque tube est diluée et ensemencée avec 
du B, coli. 


MPubesditOmoin) a: estas cede 0 F 
RS NaYewe>- eer ees en aS, aes alee Réaction positive. 
Sérum 5. — Comme ci-dessus. 
29 juin. 1°" essai : 
huber (témoin) *armidas i. oo N’a pas été fait. 
Duibyet2: Sey Rte. mote ts wae +4 


Jee juillet. 2° essai : 
TM abeietve ro Min) lareeen arene tee 


35 
TUbe 2 en. See oo, ee aaee Réaction positive. 
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Sérum 6. — Sérum prélevé le 24 juin. 
7 juillet : 
ANDI (ETN Nae te aes Sh ie , 
file ak Aa {Reaction négative 


Sérum 7. — Comme ci-dessus. 


Pubes is (temo) aenyeca eo 0 Seah sai 
AN LOPS Oe Beltiate oOo ee +- BCE CS OSI aerares 


yt €:; os Aas, SOTO IME TY cee Réaction positive. 


Sérum 9. — Prélevé le 29 juin. 
14 juillet : 


Mubexi (temo pwemsewecael es |. 
Tube #1 ete : 3 dee Che deo i Réaction négative. 
Sérum 10. — Prélevé le 30 juin. 
44 juillet : 
dtimlienain Gyro AGS A Badal es Se), : e 
OOF kn gates wl aad 18442 ed fon scion fi Reaction négative. 
Sérum 11. — Comme ci-dessus. 
Hub eede (tenon) qatar, coe etal Se Réaction faiblement 
VUNG tor Bae OP ole at ee mere +- positive. 
Sérum 12.— Comme ci-dessus. 
Mabe waite noi) eats ny ap ar , SAM 
WIRD OES 2. Aeneid Melt occ ta iies 4+ 3 Reaction neeauingy 
b) Sérums de femmes non enceintes. 
Sérum 1. — Prélevé le 22 juin; réparti dans 2 tubes. 


Tube 1 : (témoin) sérum seul. 

Tube 2 : sérum + placenta. 
26 juin. Le contenu des 2 tubes est dilué et ensemencé avec du B. coli. 
7 juillet. Réaction de Vindol : 

AO i (USO Rae sis ees 


Réaction positive. 


Sérum 2. — Prélevé le 24 juin. 
Tube 1 : (témoin) sérum seul. 
Tube 2: sérum + placenta. 
4 juillet. Le contenu des deux tubes est dilué et ensemencé de B. coli. 
7 juillet. Réaction de Vindol : 


Muberi(Cemoin) cca pie 0 
WUD G2En ettes eh Ns ok Wee 3 e 0 


Sérum 3. — Prélevé le 3 juillet. 
14 juillet. Réaction de l’indol : 
PubesettemOin) eis. 5. -: : 
bet OLe terre eet is ae + 


Sérum 4. — Comme ci-dessus. 
Réaction de l’indol : 
Mubest(temoin)seek. 7.3 4+ 
TN Cver seas es ce te te oes +4 


Réaction négative. 
Réaction négative. 


Réaction négative. 
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Sérum 5. — Comme ci-dessus. 
Réaction de l’indol : 
Dube ITs (tenrOin). eye es ene Réacti : 
action négative. 
SAT AYR RS WEE Ss Biya ce. & BS 8 
Sérum 6. — Comme ci-dessus. 
Réaction de l’indol : 
Dubesta(temOlny reniey-tes tee 0 Réacti ae 
actio ositive. 
Tub ev2ar ee on tom sera sani seroaaeiats +++ AR ™ 
Sérum 7. — Prélevé le 3 juillet; réparti aussitot dans 2 tubes. 


Tube 1 : (témoin) sérum seul. 

Tube 2: sérum + placenta. 
Le contenu des 2 tubes est dilué le 12 juillet et ensemencé de B. coli. 
44 juillet. Réaction de l’indol : 


ub erate mon) ieee! eae +--+ : ; 
Tobe: 2.. when seeltheieaini. piety Aeachlom, Besalaa- 
Sérum 8. — Comme ci-dessus. 
14 juillet. Réaction de l'indol : 
ube Ay (témoin) payee es + : : 
TubG: 2) a. dia sara aoc cerca + pip bageenacle 
Sérum 9. — Prélevé le 15 juillet. 
4er aout. Réaction de Vindol : - 
IROOM S SR po ox =5 a tat Ab Sat 
Pubereriee ett re het ekcnaint ocho = Reaction négative. 
Sérum 9 bis. — 4 aout. Méme femme, sérum prélevé pendant les régles. 
23 aout, réaction de V’indol : 
Tiber: (tem O1n) ameter a sneer +--+ + t : 
Tulberd secee eee et es eee $Het Réaction négative. 


c) Sérums d@homme. 


Sérum 1. — Prélevé le 14 juin; décanté le jour méme et conservé a la gla- 
ciére jusqu’au 24 juin, réparti dans 2 tubes dont le contenu est dilué et 
ensemencé de B. coli, le 27 juin. 

27 juin. Réaction de Vindol: 
Tube 4: (témoin) sérum seul. . 0 


Tube 2: sérum-+ placenta. . . 0 Réaction négative. 


Sérum 2. — Comme ci-dessus. 
29 juin. Premier essai : 
MUb era Temoin)yn) heey tee 0 . 
ye Sane I i shake Sa ee ¢ Réaction douteuse. 
4er juillet. Deuxieme essai: 
AOS AUTON eS GawlG Alaek = 4 ei 
Tabieidannaieanathny. Loe, ten oer Réaction positive. 


Sérum 3. — Comme ci-dessus. 
7 juillet. Réaction de l'indol: 
ANOLE ACENOINs 6 F Boe a oo x ae 3 
pase aoerell Le 44 4 J Réaction positive. 


_— 
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Sérum 4. — Prélevé le 21 juin et réparti le jour méme, 
Tube 4 : (témoin) sérum seul. 
Tube 2: sérum + placenta. 
7 juillet, Réaction de l’indol : 


Jhumloxss al (usinneyi so bb oo 0 au ree af. 
LUD CH 2h, secyest chetterreclabty Sdxshiehy t+ Réaction positive. 
Sérum 5. — Comme ci-dessus. 
7 juillet. Réaction de l’indol : - 
plata) Clin (CELA O12) ene eee ease +44 ’ Fedehy: 
RULE FQ MG abee aittee ame tee ++ Rcartionshesahive: 


Sérum 6. — Prélevé le 30 juin; décanté le jour méme et réparti dans 2 tubes; 
le 12 juillet le contenu est dilué et ensemencé de B. coli. 
14 juillet. Réaction de l'indol : 
ingot (oN Ne oS ah ee — Réacti beat 
Ta eyens, Me NB ET I poss ee Na ahs 
Pour résumer, nous voyons qu’avec le sang humain, la réac- 
tion a été: 
a) positive 8 fois, négative 3 fois, douteuse 1 fois, 
avec le sérum de femmes enceintes. 
b) positive 2 fois, négaltive 7 fois, 
avec le sérum de femmes non enceintes. 
c) positive 3 fois, négative 2 fois, douteuse 1 fois, 
avec le sérum d’homme. 


Il semblerait done quil y ait une augmentation réelle du 
pouvoir protéolytique du sang dans la grossesse. Le sérum 
d homme posséde normalement une action protéolytique mar- 
quée dans la moitié des cas environ. 


GROSSESSE CHEZ LES ANIMAUX. 


Nous avons étudié, au point de vue de leur action protéoly- 
tique, six sérums de mouton. Pour des raisons techniques et & 
titre d’orientation, examen n’a porté que sur des brebis 
pleines (4) et des béliers (2) (1). D’autre part un certain nombre 
d’auteurs ayant affirmé que l’action des ferments est organo- 
spécifique, c’est-a-dire dirigée non pas contre les albumines 
“d’une espéce mais contre celles d’un organe déterminé, quelle 
qu’en soit l’origine, nous avons fait agir ces sérums sur un 
placenta de brebis et sur un placenta humain. 

Voici le résumé de ces expériences. 


(4) Nous remercions M. Cauchemez de nous avoir facilité le prélévement 
de sang et de placentas de mouton. 
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Sérum 1. — Brebis pleine; sang prélevé le 29 septembre et réparti dans 
3 tubes. 
Tube 1 : sérum seul. 
Tube 2 : sérum + placenta humain. 
Tube 3: sérum + placenta de mouton. 
Le sérum dilué aussitot aprés la prise et ensemencé avec du B. coli donne 
une réaction de l'indol trés faible (=). 
5 octobre. Le contenu des tubes est dilué et ensemencé avec du B. colt. 
7 octobre. Réaction de lindol: 


Tuber temo as teaaeeme es a eee eaten te eee ++ 

Tubé. 2.41 ee I, os Fava ee ee +++ 

TUDES. watlcedt | Na eis, ee a ee aon ee ae +++ 

Sérum 2. — Brebis pleine, sang prélevé le 26 septembre; ensuite comme 
ci-dessus. 
7 octobre. Réaction de Vindol : 

ARVIN Poc Psuato rast ekuahe oc oo Gc ~ 

Tube 2+ iplacentayhumain) © ce...) -) eee +e 
Tubersu(c= placentagdetmouton)re «es oer nenioee ae 


Sérum 3. — Brebis pleine. Comme ci-dessus. 
7 octobre. Réaction de l'indol : 
Tubeyl. (té moi) tacace amie r cs eect) a ere Gene ae ok 
Tub Oy pita tho, Cee haees, “s,s dicine ae a peer ee - 
Pube. 3200s chi, eh. SSSR te Eee ee f+ 


Sérum 4. — Brebis pleine. Gomme ci- dessus. 
71 octobre. Réaction de lindol : 


Sérum 5. — Bélier, Comme ci-dessus. 
7 octobre. Réaction de lindol : 
Tube WemOin) cies: sve cuntrisy ecco eee ane cee 
Tube poi tai 15. 40 Suey SR. 1 a Ree ee 
Tube 3s) . i S7 ele Rea Oe ee Reece eee 


bath ie 


Sérum 6. — Bélier. Comme ci-dessus. 
7 octobre. Réaction de Vindol : 
Tubein(témomiis o2b. 0". ee ee eee 
"TRUE. 2c sausis sin cop. bake SPORES <0 bot Racca ae en 
IROL Crs eee kes eT.) ren een Cer eae 


tte 


Autant qu’on puisse se faire une idée d’aprés ces quelques 
expériences, il semble que l’action protéolytique du sérum sur 
le placenta (humain ou ovin, ou les deux) soit assez constante 
chez la brebis en état de gestation. Toutefois, le terme de compa- 
raison important — sérum de brebis non gravide — manque. 

Sur trois sérums de cobaye — dont deux femelles pleines 
et un male — un sérum de femelle et celui de male ont donné 
des réactions positives avec du placenta humain. 
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CONCLUSIONS 


La réaction au B. coli fournit un moyen simple et com- 
mode de déceler la protéolyse, & condition que les albumines 
soumises 4 la digestion renferment du tryptophane. Cette 
méthode est d'une sensibilité supérieure & celle de la méthode 
de la dialyse et permet d’éliminer les diverses causes d’erreur 
qui entachent cette derniére. 

Appliquée a l'étude de la protéolyse sérique, la réaction au 
B. coli a permis de faire les constatations suivantes : 

1° Rien ne permet d’affirmer l’existence des ferments de 
défense dans le sens d’Abderhalden. 

2° L’introduction parentérale d’albumines ne détermine 
(chez le lapin) que rarement, et d’une facon fort irréguliére, 
une augmentation de l’action protéolytique du sérum. L’aug- 
mentation, lorsqu’elle existe, ne présente aucune spécificite. 

3° Le sérum de lapins tuberculeux ou préparés par des injec- 
tions de bacilles tuberculeux dégraissés n’exerce aucune action 
protéolytique vis-a-vis des bacilles tuberculeux dégraissés. 

4° Le sérum normal des diverses espéces éludiées (homme, 
mouton, lapin, cobaye) exerce souvent une action protéoly- 
tique nette en présence d’albumines élrangéres. Mais il peut 
étre aussi, par lui-méme, le siége de phénoménes de protéo- 
lyse qui se manifestent aprés un temps plus ou moins long a la 
température de 37°. 

5° Le sérum de femmes enceintes exerce une action protéo- 
lytique en présence de placenta avec une fréquence plus grande 
(8 & 9 fois sur 12) que celui de femmes non enceintes (2 fois 
sur 9). Le sérum dhomme est fréquemment protéolytique 
pour le placenta (3 fois sur 6). 

6° Le sérum de brebis pleines a exercé une action protéo- 
‘lytique sur le placenta humain ou ovin, ou les deux 4 la fois, 
dans les quatre cas étudiés, alors que les deux sérums de bélier 
examinés se sont montrés inactifs. 

Il y aurait peul-étre intérét a étendre ces recherches 4 l'aide 


de la réaction au B. coli, chez les grands herbivores. 


QUELQUES CONSIDERATIONS SUR L’HERPES 
ETUDE EXPERIMENTALE DE L’HERPES GENITAL 


par Georces BLANC et J. CAMINOPETROS, 


A la suite de nos premiéres recherches expérimentales sur 
herpes, recherches faites avec un virus provenant de vésicules 
d’herpés buccal, nous écrivions (1) que l’inoculalion de virus 
sous la dure-mére du lapin provoque toujours une encéphalite 
mortelle en quelques jours (quatre-six). La constance de 
Vencéphalite herpétique par inoculation intracérébrale et sa 
courte incubation ont été confirmées par tous les savants qui 
ont étudié Vherpés, Deerr, Schnabel, Luger, Lauda, Levaditi, 
Fontana, etc. 

Actuellement, aprés de trés nombreuses expériences pour- 
suivies depuis trois ans, nos conclusions restent les mémes. 

L’incubation moyenne de tous les cas d’encéphalite expéri- 
mentale provoqués chez le lapin par inoculation intracérébrale 
de virus d’herpés buccal et étudiés a notre laboratoire est de 
cing & six jours. (Le chiffre moyen exact établi en tenant 
compte du jour d’inoculation est de 5,83.) 

Certains expérimentateurs, a la vérité, ont noté des incuba- 
tions beaucoup plus longues; mais il s’agit de faits isolés. 
C’est ainsi que Le Feévre de Arric a observé une incubation de 
seize jours chez un lapin inoculé sous la dure-mére avec du 
virus herpétique d'origine buccale. Mais dés le second passage 
la durée dincubation est tombée & cing jours pour se fixer 
rapidement & trois jours (2). 

Tout autre est l’intéressante observation de S. Nicolau et 
Poincloux (3). 

Ces auteurs, en poursuivant l'étude expérimentale d’un cas 
d’herpés (il s'agit dans leur expérience d’herpés récidivant du 

(1) {C. R. Acad. des Sciences, p. 172, mars 19241 et C. R. Soc. de Biol., 84, 
p. 629, 1924. 


(2) Le Fever ve Arric. C. R. Soc. de Biol., 87, p. 787, 1922. 
(8) S. Nrcorau et Porncroux. C. R. Soc. de Biol., 87, p. 451, 1922. 
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doigt), ont observé un virus a caracléres différents de ceux quont 
fait connaitre les recherches des premiers expérimentateurs. 

Si laffinité de leur virus pour la cornée et pour la peau se 
manifeste trés forte, par contre la virulence pour le néyraxe 
parait faible. L’encéphalite mortelle n’apparait qu’aprés une 
incubation de dix, douze, dix-neuf el, méme trente-deux jours, 
enfin la virulence ne semble pas s’exaller mais au contraire, 
aprés quelques passages, la survie des animaux inoculés devient 
la régle. 

L'importance d’une telle observation nous semble trés grande. 
On sait en effet, que si Levaditi, Derr, Schnabel ont démontré 
la justesse de notre hypothése que le virus de herpes était 
identique 4 celui isolé par Levaditi dans l’encéphalite épidé- 
mique, d’autres expérimentateurs : Kling, Bastai, etc., ont 
provoqué chez le lapin, en partant du virus encéphalitique 
humain, une maladie expérimentale d’un type trés différent de 
celui décrit par Levaditi. 

S’agit-il de virus différents ou d’un méme virus susceptible 
de se comporter de facons trés différentes? la question reste 
posée. Aussi nous semble-t-il intéressant d’apporter au débat 
tout ce qui est de nature & compléter nos connaissances sur le 
comportement du virus herpétique. 

En partant de cas d’herpés génital indiscutable, il nous 
est arrivé d’observer des faits dont quelques-uns sont super- 
posables & ceux de Nicolau et Poincloux et d’autres renforcent 
encore la notion de variation de virulence du virus de I’herpés. 
Ce sont ces observations que nous présentons ici. 


Exeérrence I (virus génital XII), 28 mars 1923. — Herpés génital chez une 
femme de dix-huit ans. Nombreuses vésicules situées dans la région du pli 
génito-crural, A droite, reposant sur une base légérement cedématiée et 
érythémateuse. Ces vésicules sont apparues il y a vingt-quatre heures; le 
contenu est parfaitement clair et transparent. Le contenu des vésicules est 
prélevé et inoculé a un lapin sur ceil droit et sur l’ceil gauche scarifiés. A 
lexception du premier passage de vésicule d’herpés a lapin, ot la quantité 
de virus est faible, la méthode d’inoculation que nous employons et qui a été 
suivie au cours de toutes nos expériences est brutale. La cornée et la 
conjonctive sont fortement scarifiées avec un couteau a cataracte, le virus 
est répandu abondamment a la surface des yeux et, de plus, injecté a dose 
élevée (1/2 4 1 cent. cube) sous la conjonctive de la paupiere supérieure. 
Enfin, aprés l’opération, l’ceil est clos quelques minutes avec une pince a 


artéres. 
Le premier lapin, O. 73, inoculé le jour méme du prélévement sur les deux 
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yeux, fait une forte réaction marquée par de la conjonctivite, de la kératite 
et du pus. Il meurt d’encéphalite le 11 avril, soit le quatorziéme jour de son 
inoculation. 

Un passage du cerveau a 2 lapins commence la série qui porte finalement 
sur 26 lapins. 

Inoculation intracérébrale. — Des 26 lapins, 16 sont inoculés dans le 
cerveau, aprés trépanation; 6 survivent, 
10 meurent aprés les temps d’incubation 


ee oo. 
pspece-Labin...A.& ate suivants 


: Lapin B. 38 meurt apres. . . . 5 jours 
Date inoculation F FEW. 21. — B.4 —_ sare ol BOYES 
= Lapins B.16etB.50meurentaprés 8 — 
e — B.ATetB.18 mt Cae 
Be Lapin B. 141 meurt aprés.... 10 — 
a LapinsB.6etO.87meurentaprés 13 — 
Lapin O. 39 meurt apres. ... 17 — 


L’encéphalite provoquée par l’inocula- 
tion de virus sous la dure-mére s’ac- 
compagne toujours d'une réaction ther- 
mique marquée par une fiévre élevée et 
continue quidébute en général au deuxiéme 
ou troisitme jour de l'inoculation et ne 
tombe qu’au moment de la mort. 

Les lapins qui résistenl 4 l’inoculation 
intracérébrale font également une fiévre 
continue d'une dizaine de jours avec retour 
progressif a la normale. Les quelques 
courbes suivantes montrent les divers 
types fébriles que l’on peut observer. 


Tnoculation sur la cornée 
et sous la conjonctive. 


Linoculation sur la cornée du lapin, 
soit du contenu de vésicule dherpés 
os buccal, soit de la sécrétion oculaire, soit 
a a du cerveau de lapins infectés de ce méme 
virus donne d'une fagon A peu pres 
constante, si linoculation est sévére, une 
affection de Vceil que l’on peut caractériser 


Courbe 1. — Encéphalite herpé- ioe : : . 
tique mortelle (virus dherpes oar ees Cee ee 
labial) ne dépasse pas douze heures, on observe 


d@abord de petites vésicules qui se déve- 
loppent fe long des traits de scarification, 
puis une kératite diffuse qui devient rapidement totale. 

En méme temps, la conjonctive se congestionne et il se produit une abon- 
dante sécrétion de pus blanchatre. Le bord des paupitres est légerement 
cedématié. Il y a fréquemment une chute de poils pouvant s’étendre a presque 
toute la surface des paupiéres. Le plus souvent, vingt-quatre heures aprés 


af i 
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Yinoculation, I’ceil apparait « collé ». Le pus est formé de leucocytes en 
majorité polynucléaire pseudo-éosinophiles. Enfin les complications telles 
que : ulcératlon de la cornée, hypopion, sont fréquentes. Dans les cas 


graves, il y a insensibilité de la cornée et de la paupiére supérieure. Tous 
les symptomes : congestion, kératile, troubles de la sensibilité, rappellent 


Espece..... Lapin ee 2 al ferme Seecranteevee 2... 
Date dinoculation 24... Avail. 1923. Produit cia hacer D 39] 


EL ie i PES ab wl 


Sepals ded ole | 


m| s [na s jm S jm Lg jm s rn lig jm s jm s Jm Ss fm s {rm | S fre | s jm! s 


Tempéra- 
ture 


> 
DD 


Courbe 2. — Encéphalite herpétique mortelle (virus dherpeés génital). 


le syndrome que l’on produit par lésion de la branche ophtalmique du 
trijumeau. 

Dans tous les cas de kérato-conjonctivite herpétique provoqués expérimen- 
talement avec les virus des herpés génitaux qui font l'objet de cette présente 
étude, les phénomeénes observés ne sont pas absolument superposables a 
ceux qui viennent d‘étre décrits. 

Jamais la réaction intense classique n’a été notée. Méme dans les cas 
auxquels nous attribuons la mention « réaction trés forte », nous n’avons 
obtenu linfection aigué observée avec le virus de Vherpés buccal. La sécré- 
tion de pus est tantolt presque nulle, tantot faible, tantét assez marquée, mais 
naboutit jamais 4 cette intensité si caractéristique de I'habituelle conjonc- 
tivite herpétique. L’ceil est rarement « collé » et jamais sous les paupitres 
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closes ne s’amasse ce pus abondant et sous pression qui déforme si fréquem- 
ment l’wil atteint de kérato-conjonctivite herpétique a virus buccal. 

La kératite est également moins intense, diffuse et généralisée, elle aboutit 
plus rarement a de graves lésions et cela toujours malgré de trés sévéres 
inoculations. La cicatrisation se fait rapidement. En somme : conjonctivite 
peu intense, kératite moins forte caractérisent les lésions expérimentales de 


Date @inoculation 30 Avril AYLZZ. Produit inoculé. 


See a 
EB fesri dl dll 


js fm|s |mfs fm/s ]m s |m s|mjs |m " 
1 1 bi | | 


Courbe 3. — Encéphalite herpétique mortelle (virus dherpés génital). 


ces virus qui rappellent beaucoup les kérato-conjonclivites du virus sali- 
vaire, type non encéphalitogéne, de Levaditi et surtout la kérato-conjonctivite 
provoquée par les virus salivaires que nous avons isolés de la salive de 
différents animaux domestiques (4). 

Nous avons inoculé 17 lapins sur les yeux avec le virus génital XIII, tous 
ont réagi par une fievre éleyée, mais aucun, a lexception du premier de la 
série, n'est mort d’encéphalite. 


(1) G. Buanc, J. Caminopetros et MeLaniois, Recherches expérimentales sur 


les virus salivaires. C. R. Soc. de Biol., 86, p. 857, 1922 et Archives de I’ Institut 
Pasteur hellénique, 4, n° 1, p. 68, 1923. 


LHERPES GENITAL 457 


Liintensité de la réaction cornéenne des lapins inoculés ne permet pas de 
préjuger de la virulence pour le névraxe. 


Z 

to 

Jim |s 
HEE 


[25] 


Quautité 
Ss 
PN 


mortelle (virus dherpés génital). 


Poids 2. fe. O48 EG R<8 Ed. oy 


Produit inoculé Cay. R Uh» 


e 


Date d'inoculatiou 9 Mat 1923 


Courbe 4, — Encéphalite herpétique non 


En effet, 8 des lapins inoculés sous la dure-mére et qui ont été en méme 
i ? a : , i a lkatl  - 
temps inoculés sur les yeux, nous ont donné les résultats suivants : 
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Lapim B: 44, réaction légére . vans s=. Mort au 10¢ jour. 
— B. 19, trés faible réaction... ... Survie. 
— B. 6, réaction presque nulle.... Mort au 43° jour. 
== Bo1 tres légere réaction a-par- — 9e jour. 
— B. 21, forte réaction C. P. K. (4). . . Survie. 
= Buti tres legere reaction sas =. Mort au 9¢ jour. 
—  B. 50, assez forte réaction. ..- . a 8¢ jour. 
— B. 52, réaction moyenne. ... . - Survie. 


Par conséquent, un animal inoculé dans le cerveau et sur la cornée avec 
le méme virus peut survivre et cependant présenter une forte réaction ocu- 
laire alors, qu’au contraire, la mort par encéphalile peut se produire sans 
que la cornée ait réagi fortement. 

Les tableaux suivants donnent la filiation du virus et résument lhistoire 
des lapins inoculés. 


Expérrence II (virus génital XVI). — Herpés vulvaire. Petits placards de 
vésicules a liquide clair siégeant sur le bord et la face interne des grandes _ 
lévres chez une femme de vingt ans, syphililique et atteinte de blennorragie. 

Le liquide des vésicules, recueilli le 28 mai 1923, est inoculé sur les deux 
yeux du lapin B. 28, le premier d’une série de 11 passages. 

De ces 11 lapins, 4 sont inoculés dans le cerveau, 2 meurent, 2 suryivent. 
La mort survient une fois au sixiéme jour (lapin B, 27) une fois au onziéme 
jour (lapin B, 53). 

Les courbes de température sont du type a fiévre continue signalé plus 
haut. : 

La réaction des yeux, toujours inoculés aussi sévérement, est du type 
que nous avons décrit 4 propos du virus XIII. La sécrétion de pus est 
toujours faible et de courte durée. La kérato-conjonctivite s'accompagne de 
fiévre. La survie est la régle. Sur 7 lapins inoculés sur la cornée et sous la 
conjonctive, 1 seul est mort, sans symptdémes cliniques dencéphalite et sans 
que le passage effectué avec son cerveau ait permis d’affirmer que la mort 
était bien due a Vinoculation de virus d@herpés sur la cornée. 

Le détail des passages et des expériences est exposé dans les tableaux 
I, Th OWIi1. 


Kxpértence IT (virus génital XVII). — Quelques vésicules a liquide clair 
siégeant au-dessous des grandes lévres, sur la fesse gauche d’une femme 
de vingt-cing ans. L’éruption, qui est la premitre manifestation @herpés 
observée par la malade, date de deux jours. 

Le liquide des vésicules, recueilli le 30 juillet 1923, est inoculé sur Veil 
gauche du lapin B. 62 qui commence une série de huit passages sur lapins. 

De ces lapins, 5 sont inoculés dans le cerveau, les 5 meurent avec des 
incubations généralement courtes. L’un meurt au cinquitme jour (B. 81), 
Pautre au sixiéme (B. 97), un troisitme meurt au septiéme (B. 68), un qua- 
tridme au huitiéme (B. 92) et enfin le cinquiéme au dixiéme jour (B. 97). 

Les courbes de température sont du type a fiévre continue comme dans 
les expériences précédentes. 

Les réactions des yeux sont toujours fortes, mais en général le pus est 
peu abondant; dans un cas cependant, le huitiéme de la série, la conjoncti- 


(1) C. P. K., abréviation pour conjonctivile, pus, kératite. 
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vile est intense, le pus abondant et la kérato-conjonctivite tout a fait du 
type herpés buccal. 

Les tableaux IV, V et VI donnent les passages et le détail des expériences. 

Etant donné le type particulier de réaction expérimentale qu’ont donné 
les virus d’herpés génital étudiés et en particulier le virus XIII, il était 
nécessaire d’établir leurs rapports avec le type classique que donne le virus 
d’herpés buccal. Seule la réaction d’immunité pouvait trancher la question 
de lidentité ou non des deux herpés. 

Nous avons montré que l’inoculation de la cornée confeére au lapin une 
immunité tres forte du névraxe (1) vis-a-vis du virus de V’herpés. Nous avons 
utilisé ce fait pour éprouver une partie de nos lapins, inoculés sur l’weil avec du 
virus d’herpés génital ou ayant résisté A une inoculation sous-duremérienne 
de méme virus, en les réinoculant dans le cerveau avec un virus d’herpés 
buccal éprouvé. Les épreuves ont compris deux séries d’expériences. 


Expérience IV. — Le 24 aout 1923, le lapin B. 78 meurt. Ce lapin a été ino- 
culé le 20 aout sous la dure-mére avec le cerveau d'un lapin B. 73 mort 
@encéphalite herpétique (virus buccal XIX). Le cerveau est broyé dans de 
l'eau physiologique de maniére 4 donner une émulsion laiteuse. Cette émul- 
sion est utilisée pour l'inoculation des lapins suivants, dans le cerveau. 


B. 2 inoculé sur O. D. et O. G. le 16 avril 1923 avee virus herpés génital XIII. 
B. 8 _— 26 avril 1923 — 
B. 49 — — 19 juin 1923 _ a 


(Voir suite page 165.) 


(1) G. Beanc el J. Caminoperros, Recherches expérimentales sur lherpés. 
C. R. Soc. de Biol., 84, p. 767, 1924. 


EE 
TasteaAu I. — Passages. 
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Lapin B,28: O. D. et O. G. 


Lapin B,341 : ceryeau. Lapin B,32: O. D. et O. G. 
Lapin B,16: O. G. 


Lapin B,36: O. D. et O. G. 


Lapin B,43: O. D. Lapin B,40: O. G. 
Lapin B,48: O. G. 
Lapin B,27 : cerveau. 
Lapin B,53 : cerveau O. G. 


Lapin B,39 : ceryeau. 
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TasLeau V. — Passages. 


HERPES GENITAL 9. 


Lapin a SOantGe 
Lapin 5: O. D. et O. G. 
Lapin B,64 : iN D. et O. G. 
Lapin B,68 : cerveau, O. G. 


Lapin B,77 : cerveau, O. G. 


Lapin B,97 : cerveau. 


Lapin B,81 : cerveau, O. G. 


Lapin B,92 : cerveau, O. D. 


B. 52 inoculé sous Ja dure-mére et sur l’ceil gauche le 27 juin 1923 avec le 


virus @herpés génital XIII. 


©. 100 inoculé sous la dure-mére le 410 avril 1923 avec le virus d’herpés 


génital XIII. 


O. 86 inoculé sous la dure-mére le 13 avril 1923 avec le virus dherpés 


génital XIII. 


B. 39 inoculé sous la dure-mére le 9 juillet 1923 avee le virus d’herpés 


génital XVI. 
B. 82 Lapin neuf témoin. 


2 
Chaque lapin recoit dans le cerveau 75 de cent. cube de l’émulsion. 
L’injection est faite par perforation de lorbite de lil gauche 4 la partie 
postéro-externe de l’areade orbitaire avec une aiguille fine. 
Le résultat des inoculations d’épreuve est le suivant : 


B. 39 meurt le 25 aout (shocké). 
Le témoin B. 82 meurt le 27 aout 1923 d’encéphalite (4° jour). 
B. 2 meurt le le" septembre 1923 d’encéphalite (9° jour). 


B.8 — _ le 1? septembre 1923 _ (9¢ jour). 
B. 49 — le 29 aott 1923 d’encéphalite (6° jour). 
B. 52 survit. 
O. 100 survit. 
O. 86 survit. 
Experience V. — Le 3 septembre 1923, le cerveau du lapin B. 83, mort le 


4er septembre d’encéphalite herpétique (virus buccal XIX) conservé en eau 
physiologique, 4 la glaciére, en ampoules), est utilisé pour une seconde 


expérience d’épreuyes. 


° 
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; 9 ee 2 
Nous inoculons dans le cerveau, par la voie orbitaire avec To de cent. cube, 
les lapins suivants : 


0. 90 inoculé le 31 mars 1923 sur O. D. et O. G. avec virus herpés génital XIII. 
O. 94 - 4 avril 1923 — — _ 


ligne -— 10 avril 1923 -- _ -- 
Bo _ 28 avril 1923 = = = 
B. 28 —_ 28 mai 1923 — = — XVI. 
B. 10 _ 2 juin 1923 sur 1’O. G. avec virus herpes génital XVI. 


Le résultat des inoculaticns d’épreuves est le suivant : 


. 90 survit. 
. 94 survit. 
. 1 meurt le 7 septembre 1923 d’encéphalite (5¢ jour). 
-5 — le 8 septembre 1923 — (6e jour). 
. 28 suryit. 
. 10 survit. 


DWWWoo 


De ces deux séries d’expériences nous voyons que le virus le 
plus faible, XII, donne cependant constamment l’immunité par 
infection cérébrale, directe, non suivie de mort et seulement 
dans un quart des cas par infection de la cornée. Le virus XVI, 
par contre, confére limmunité au néyraxe par simple infection 
oculaire. Le résultat d’ensemble nous montre que, quelle que 
soit la virulence de ces virus herpétiques génitaux, il s’agit 
bien toujours du virus de lherpés tel que nous l’ont fait con- 
nailre les recherches expérimentales faites avec le virus de 
Vherpés buccal. 


R&suME ET CONCLUSIONS. 


Les quelques observations que nous avons tirées de nos 
recherches personnelles montrent que si l’herpés génital rentre 
bien dans la grande famille de l’herpés comme cela a été déja 
rapporté par nous-mémes et par d’autres expérimentateurs, il 
peut se présenter parfois avec des caractéres en apparence trés 
aberrants de ceux qu’ont établis les premiéres recherches sur le 
virus de l’herpés buccal. 

On pourrait comparer ces caractéres expérimentaux de 
Vherpés génital & ceux décrits par Nicolau et Poincloux dans 
un cas d’herpés récidivant du doigt pour caractériser un type 
d’herpés extra-buccaux a virulence moindre pour le néyraxe et 
souvent moindre pour la cornée. Nous pensons qu'une telle 
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conclusion ne peut se tirer d’observations encore trés peu 
nombreuses. Ce qui nous parait plus intéressant 4 faire res- 
sortir, c'est la grande variabilité des réactions expérimentales 
que présente le lapin & JVinoculation de l’ultra-virus de 
Vherpés. Cette variabilité est telle quwil nous semble légitime 
de conclure que nous ne sommes pas en droit de séparer et 
d’opposer les différents types de virus isolés de l’encéphalite 
épidémique, sur la seule évolution de l’encéphalite et de la 


kératite expérimentales du lapin. 


ROLE DE LA PEAU DANS L'INFECTION 
ET L’IMMUNITE CHARBONNEUSE 


par Harry PLOTZ. 


Dans une communication de Besredka (1), concernant le réle 
de la peau dans l’infection et l’immunité charbonneuse, cet 
auteur conclut que le cobaye est réfractaire & inoculation du 
charbon par toute autre voie que la voie cutanée et qu'il ne peut 
étre infecté par celte maladie que si la bactéridie est mise en 
contact avec la peau. ; 

Des expériences faites par Besredka, il résulte qu’a la cuti- 
infection répond la cuti-immunilé et gue la vaccination de la 
peau est le seul moyen de conférer au cobaye une immunité 
locale qui s’étend & l’organisme de l’animal tout entier. 

Nous souvenant de ces conclusions, nous avons fait diffé- 
rentes expériences dans le but de déterminer : 1° si les lapins 
étaient susceptibles de contracter l’infection charbonneuse 
quand le virus était introduit sous la peau; 2° si l’animal qui 
avait survécu a cetle sorte d’inoculation était immunisé; 3° si 
Yanimal cutivacciné acquiert réellement l‘immunilé. 

Pour accomplir la premiére partie de ce travail, nous avons 
placé, sous la peau des lapins, des capsules contenant une 
culture charbonneuse, et a divers intervalles, nous avons libéré 
la culture en brisant les capsules. (Les capsules dont nous nous 
sommes servi ont été de différentes sortes : en gélatine, en 
collodion, en caoutchouc ou en verre; c’est avec les capsules 
de verre trés mince que nous avons oblenu les meilleurs 
résultats.) 

Pour cette série d’expériences, failes seulement sur des 
Japins, nous avons employé 75 animaux. 

Les cultures de bacilles charbonneux dont nous nous sommes 
servi provenaient d’une vache morte de charbon. Craignant 
que les réensemencements de la culture n’aient une tendance 


(1) Ces Annales, juillet 1921, 35, p. 421; voir C. R. Soc. Biologie, t. XXXIII, 
29 mai 1920, p. 769. 
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a réduire sa virulence, nous avons employé le procédé suivant 
pour maintenir la virulence & un niveau constant pendant tout 
le cours des expériences. La culture d’origine était une culture 
sur gélose de vingt-quatre heures a 37° C., placée ensuite dans 
la glaciére & 4° C. Cest dans cette culture sur gélose que nous 
prélevions la semence pour chaque nouvelle expérience. Tous 
les animaux étaient toujours inoculés avec une culture en 
bouillon de vingt-quatre heures. La culture d’origine était 
réensemencée sur gélose environ tous les quinze jours et sa 
virulence était essayée, a des intervalles variés, par des inocula- 
tions d’une dilution de culture d’origine de vingt-quatre heures, 
dans la peau des lapins. 

Pendant tout le temps qu’ont duré les expériences, Ja 
culture employée s’est maintenue 4 un haut degré de virulence, 
ainsi que le démontre le tableau suivant : 


48 avril . . . . 0,1 cent. cube d'une culture d’origine de vingt-quatre heures, 
injectée dans la peau. 20 avril, mort du charbon (1). 

148 avril . . . . 0,01 cent. cube d'une culture d’origine de vingt-quatre heures, 
injectée dans la peau. 20 ayril, mort du charbon. 

21 avril . . . . 0,004 cent. cube d’une culture d'origine de vingt-quatre heures, 
injeclée dans la peau. 25 avril, mort du charbon. 

21 avril. . . . 0,001 cent. cubes (répété) d'une culture d’origine de vingt- 


quatre heures, injectée dans la peau. 25 avril, mort 
du charbon. 
Aer juin. . . . 0,04 cent. cube d’une culture d'origine de vingt-quatre heures, 
injectée dans la peau. 5 juin, mort du charbon. 
Jer juin. . . . 0,004 cent. cube d'une culture d'origine de vingt-quatre heures, 
injeclée dans la peau. 5 juin, mort du charbon. 


{7 juillet . . , 0,002 cent. cube d'une culture dorigine de vingt-quatre heures, 
injectée dans la peau. 22 juillet, mort du charbon. 

&aott. .. . 0,001 cent. cube d'une culture d’origine de vingt-quatre heures, 
injeclée dans la peau. 8 aout, mort du charbon. 

4 aotit. . . . 0,002cent. cube d'une culture dorigine de vingt-quatre heures, 
injectée dans la peau. 8 aott, mort du charbon. 

9 aott. . . . 0,004 cent. cube d'une culture d’origine de vingt-quatre heures, 


injectée dans la peau. 14 aout, mort du charbon. 

48 novembre. . 0,001 cent. cube dune culture d'origine de vingt-quatre 
heures, injectée dans la peau. 23 novembre, mort 
du charbon, 


On peut conclure de ceci que 0,001 cent. cube d’un bouillon 
de culture charbonneuse de vingt-quatre heures injecté dans 


(1) On reconnait la mort par infection charbonneuse par l’apparition d’un 


cdeme typique, local ou ¢étendu, avec présence de bacilles charbonneux 
dans l’exsudat et dans le sang du coeur. 
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la peau d’un lapin a amené la mort de l’animal avec infection 
typique et a conservé un haut degré de virulence vis-a-vis du 
lapin pendant tout le temps qu’ont duré les expériences. 

Pour préparer les capsules introduites sous la peau, nous 
employions le procédé suivant : nous nous servions toujours 
de culture en bouillon de vingt-qualre heures & 37° C., et, 
sauf exception que nous signalons plus loin, chaque capsule 
contenait 1 cent. cube de ce bouillon, 

Les capsules de gélatine étaient remplies avec soin, de facon 
qu’aucune partie du liquide ne put s’é6chapper; apres avoir 
entré l’un dans l’autre les deux morceaux de la capsule, nous 
les scellions avec du collodion. La capsule entiére était alors 
trempée pendant quinze minutes dans de Valcool & 95 p. 100 et 
lavée rapidement dans l'eau physiologique. 

Pour les capsules de verre, aprés les avoir remplies et scel- 
lées, nous les trempions dans la teinture d’iode pendant 
vingt minutes et ensuite nous les lavions dans l’aleool et dans 
l'eau physiologique. Nous avons essayé de préparer des cap- 
sules en verre aussi mince que possible; une telle capsule, 
quand elle est bien faite, doit se résoudre, lorsqu’on la brise, en 
une poudre trés fine. 

Naturellement, ces capsules sont trés difficiles & bien faire, 
et nous devons convenir que beaucoup de nos animaux sont 
morts du charbon parce quils ont été blessés lorsqu’on a brisé 
les capsules, la peau n’élant pas encore cicatrisée. 

Pour introduire les capsules sous la peau, nous procédions 
ainsi : la peau était épilée sur une petite surface dans le milieu 
du dos et lavée & l’alcool en prenant grand soin de produire 
aussi peu dirritation que possible. Une incision d’environ 
5 centimetres de longueur était faite parallélement a l’épine 
dorsale et la capsule était introduite sous la peau. La plaie était 
recousue de maniére & assurer une rapide cicatrisation. Les 
lapins étaient examinés chaque jour pour vérifier l’état de la 
blessure et s’assurer que la capsule était encore intacte. 

Le tableau suivant représente les observations faites sur 
45 lapins sous la peau desquels on avait placé des capsules qui 
ont été brisées a des intervalles différents : 
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geek 

NOMBRE| NATURE pi oul ent 
de de pe ieee - ae Sees ; RESULTATS 

capsule Pp 
lapins | la capsule en a été cassée 
cent. cubes 

—— i I | ee 

4 Verre. 4,0 Cassée sur la plaie au mo Mort ducharbon. 
ment de l’insertion. 
vi Gélatine. | 0,2-0,8 |Dissoute environ en quinze — 
minules. 

2 Verre. | 1,0 5 heures. = 
» _ — 24 — — 
3 — _— 2 jours. == 
UI — — 3 0- — 
4 Lis it; oe 
3 - — Mi Vivants. 
4 a 3,0 4 — = 
A _— — 4 oo Mort du charbon. 
3 a 1,0 af == —_ 
4 — 4,0 5 — Vivants. 
7 — — 6 — Morts du charbon. 
5 = = al = Vivants. 
4 — ~ 15 — Vivant. 


Dans cette série, il est & noter que, sur 16 lapins dans 
lesquels les capsules se brisérent delles-mémes ou furent 
brisées a diverses périodes pendant les trois premiers jours, 
100 p. 100 moururent du charbon. Sur 29 lapins dans lesquels 
les capsules furent cassées entre le quatriéme et le quinziéme 
jour inclusivement, 52 p. 100 moururent et 48 p. 100 demeu- 
rerent vivants. 

En ce qui concerne l’état de la plaie pendant la période qui 
suivait insertion de la capsule, on pouvait, & l’examen, 
s'apercevoir que, en moyenne, les blessures commencaient & 
se fermer environ yers le quatridme jour et se cicatrisaient 
rapidement pendant les jours suivants. 

Cette série d’expériences démontre donc que quand la peaw 
est guérie et que les bactéries ne peuvent plus entrer en 
contact avec la plaie, la possibilité d’infection se trouve 
diminuée. 

Comme nous l'avons dit plus haut, nous pensons que, si nous 
avions pu nous procurer des capsules de verre d’une fabrication 
parfaite et d’une finesse uniforme, nous aurions obtenu des 
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résultats plus frappants, car nous sommes certain que beaucoup 
de nos lapins sont morts du charbon parce que la peau a été 
déchirée au moment oi nous avons cassé nos capsules. 

D'aprés le tableau ci-dessus, nous voyons encore que 
13 lapias ont résisté & lintroduction de 1 cent. cube d'un 
bouillon de culture de bacilles charbonneux introduit sous la 
peau, et 1 lapin a résisté & 3 cent. cubes de virus. Ce résultat 
est des plus frappants si l’on considére que 0,001 cent. cube 
de la méme culture inoculée dans la peau d’un lapin cause la 
mort de cet animal par infection charbonneuse. 

Nous avons voulu savoir si le fait de laisser la cullure dans 
une capsule scellée, & la température du lapin, n’était pas de 
nature 4 diminuer la virulence de cette culture. Pour nous en 
assurer, nous avons fait l’expérience suivante : 

Une capsule contenant 1 cent. cube d'un bouillon de culture 
de vingt-quatre heures, qui était restée pendant six jours sous 
Ja peau d’un lapin, a été retirée et sa virulence a été essayée 
avec les résultats que voici : 


7 juin... 0,04 cent. cube injecté dans la peau. 11 juin, mort du charbon. 
TOI sees te 05002 -- —_ 41 juin, _ 
Gey wines 0,00 — _ 42 juin, _ 
7 juin... 0,001 (Nouvelle dilution répétée). 12 juin, — 


Les résultats qui précédent démontrent qu’il est possible 
d’introduire une grande quantité dune culture charbonneuse 
virulenle sous la peau d’un lapin, sans le tuer, pourvu que 
la peau soit intacte. 

Des résultats semblables ont été obtenus par Balteano (1). 
Cet auteur a introduit sous la peau de 3 lapins des capsules 
contenant 0c. c. 3 d’une épaisse culture de vingt-quatre heures 
sur gélose, qui a été libérée sous la peau. Sur ces 3 lapins, 
2 ont survécu et 1 est mort du charbon. Balteano a aussi 
employé 3 cobayes de la méme maniére; tous les trois ont 
survécu. 

Combiesco (2) convient que l’inoculation sous la peau ne 
produit pas l’infection charbonneuse chez les cobayes et. les 
lapins, mais il fait cette réserve que cela est vrai, surtout quand 


(4) Ces Annales, novembre 1923, 36, p. 805. 
(2) C. R. Soc. Biol., 1923, 89, p. 6%0. 
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pn ST SE 


DATE 


NUMEROS DES LAPINS Cte dei OI pees de a briause ae 
de la capsule de culture la capsule de jour 
_——$—__———— od 
eee ce ORS AL 5 avril. Verre 3 cent. cubes. 9 avril. 4 
IS. tied POG 2) avril. |. Werre 4 cent. cube. 25 avril. 4 
DG: ch le usp eo ieee SNe 
26 (témoin) 9 avril. Verre 1 cent. cube. 44 avril. 5 
on), Senay eae re kes 9 avril. Verre 1 cent. cube. 44 avril. 5 
Res Pe ee eMisrag 9 avril. Verre I cent. cube. 44 avril. 5 
SURE h eoih 08 er juin. Verre 1 cent. cube. 7 juin. 6 
ge Ge Ei Soci 44 juin. Verre 1 cent. cube. 20 juin. ee 
Cl SAGE. wes. 5 14 juin. Verre 1 cent. cube. 29 juin. 15 
Diieeire decay hss) en Jer juin, Verre 1 cent. cube. 7 juin. 6 


Sei enn SUCRE 
3 juillet. Verre 1! cent. cube. 9 juillet. 6 


NOCHE) SAS EEE teas 
7 juillet. Verre 1 cent. cube. 11 juillet. 4 


9 juillet. Verre 1 cent. cube. 15 juillet. 6 


(or 


9 avril. Verre 1 cent. cube. 14 avril. 


Seok Outen vy eek 7 juillet. Verre 1 cent. cube. 17 juillet. 4 
a RR 
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REINOCULATION 


RESULTATS 


Meg DATE RESULTATS 
en centimétres cubes 


ivant le 7 mai. . 7 mai. Mort du charbon le 11 mai. 


TL _ 


il 


ivant le 7 mai. 7 mai. Mort du charbon le 10 mai. 


Mort du charbon le 13 mai. 
Mort du charbon le £4 mai. 


vant le 11 mai. 


41 mai. 


re 


vant le 30 avril. 


30 avril. Mort du charbon le 5 mai. 


_eoeoeooo——— 


vant le 24 avril. 0,01 dans la peau. 24 avril. Vivant le 2 juillet. 


_ 


—————SS—— ee 


vant le 16 juin. 0,01 dans la peau. 16 juin. {Mort du charbon le 19 juin. 


ant le 27 juillet. 


0,01 dans la peau. 27 juin. Mort du charbon le 30 juin. 


— 


ant le 10 juillet. {41/300° dans la peau. 


10 juillet. {Mort du charbon le 12 juin. 


-_——— 


vant le 16 juin. 0,002 dans la peau. 16 juin. |Vivant le 2 juillet. 


—_— 


sort du charbon le 24 juillet. 
Wer t du charbon le 22 juillet. 


ant le 17 juillet. 0,002 dans la peau. 17 juillet. 


ee 


Vivant le 15 septembre. 


ant le 17 aout. Mort du charbon le 30 aout. 


0,002 dans la peau. 17 aout. 


Vivant le 30 novembre. 
Mortducharbonle22 novembre. 


Lili 


[| le 20 novembre.|1/600° dans la peau.}20 novembre. 


Vivant le 11 mai. 


ant le 24 avril. Mort du charbon le 25 avril. 


0,001 dans la peau. 24 avril. 


a 


ant le 9 aout. 0,004 dans la peau. 9 aout. Mort du charbon le 1% aout. 
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le virus injecté ne dépasse pas une certaine quantilé. Cet auteur 
dit que si la dose est trés forte, l’animal meurt malgré toutes 
les précautions prises pour éviter l’infection de la peau et il 
cite une expérience faite sur quatre lapins, qui ont regu 0 c.c.14, 
Oc.c.05, 1 et 2 cent. cubes d’une émulsion de vingt-quatre 
heures sur gélose dans 10 cent. cubes d’eau physiologique. Les 
deux premiers lapins ont survécu et les deux autres sont 
morts. D’apres les expériences que nous avons faites, nous 
pensons que Combiesco doit avoir souillé la peau des deux 
derniers lapins avec la culture et, de cette facon, provoqué 
Vinfection. 

Dans une note récente, Bachmann, Beltrami et Romat (1) 
déclarent avoir provoqué le charbon mortel chez Jes lapins 
inoculés dans les veines ou sous la peau, en dépit des précau- 
tions minutieuses (cautérisation jusqu’a la destruction de la 
peau et du carlilage) prises pour éviter de contaminer la peau. 
Ils attribuent ce résultat a la nature des souches employées. 
Nous sommes porté & l’attribuer 4 la nature des précautions 
prises. Comme il ressort de nos expériences, tant que la peau 
n'est pas complétement cicatrisée, & la suite de l’introduction 
du virus contenu dans les capsules, infection charbonneuse 
est inévitable. Or, le traumatisme que subissent les lapins des 
auteurs, aussitot l’inoculation faite, est trop récent pour ne 
pas favoriser l’éclosion du charbon. 

Ilest maintenant démontré que les lapins peuvent survivre 
a la libération d'une grande quantité de culture charbonneuse 
sous la peau, et il est intéressant de déterminer si ces animaux 
se trouvent par 14 immunisés & un degré quelconque contre 
Vinoculation dans la peau d'une culture virulente. 

Le tableau ci-dessus montre comment se comportent, vis- 
a-vis de l’inoculation dans la peau d’une culture charbonneuse 
virulente, les animaux qui ont survécu a l'inoculation sous la 
peau d’une grande quantité de cette culture. 

Dans cette série d’expériences on a pu voir que pas un des 
animaux qui ont survécu & V’inoculation de 1 cent. cube de 
virus charbonneux sows la peau, n’ont pu supporter 0c. c.4 


(1) C. R. Soc. Biol., 1923, 89, p. 1122. 
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d'un bouillon de culture de vingt-quatre heures, introduit 
dans la peau. 

Sur 3 lapins, 1 seulement a résisté & 0,01; un lapin qui a 
recu 1/300° cent. cube dans la peau est mort, et sur les 3 qui 
ont recu 0c.c. 002 dans la peau, 2 ont survécu et 1 est mort. 

Un lapin ayant regu 1/600° cent. cube dans la peau a résisté, 
et sur 2 lapins ayant regu 0c. c. 001 dans la peau, 1 est mort et 
Vautre a résisté, 

Ceci indique, d’une maniére évidente, que méme lorsqu’il 
y a protection apparente, celle-ci n’est pas accusée. Cela 
apparait particuligrement dans le cas du lapin qui ‘avait 
survécu a l’inoculation de 1 cent. cube de virus sous la peau et 
a été incapable de résisler & 0c.c.001 d’une culture quand 
Vinoculation a été faite dans la peau. 

Nous venons de voir que l’injection de virus sous la peau, 
méme & une dose trés élevée, ne confére pas d'immunité ou ne 
confére qu'une immunité 4 peine appréciable. I] restait & voir 
comment se comporte l’animal qui avail recu du virus dans la 
peau. A cet effet nous avons procédé a l’expérience suivante : 

Lapin C,, 1.685 gr. 


18 décembre. . Recoit dans Ja peau 1/4 cent. cube de 4e" yaccin. 

49 décembre. . -- = la méme dose. 

24 décembre. .. — - 1/20 cent. cube de 2¢ vaccin. 

3 janvier . ce! _— _ 4/20 cent. cube de 2° vaccin. 
UTSUVIENT.. eh % _ — 1/4 cent. cube de 2e vaccin. 

42 janvier. .. Eprouvé = avec 1/2 cent. cube de virus en bouillon 


de 24 heures. 


Le lapin présente, deux jours apres, un léger cedéme circonscrit qui dis- 
parait le 16 janvier. 
Lapin Cog, témoin, 2.000 gr. 
42 janvier, il recoit, en méme temps que le précédent, 1/1.000 cent. cube de 
virus du bouillon de 24 heures dans Ja peau. Le 15 janvier il est mort du 
charbon. 


Celte expérience montre avec évidence que la bactéridie 
injectée dans la peau confére une immunité telle que le lapin 
est susceptible de résister & 500 doses mortelles. Rappelons que 
la dose de virus atténué (1 cent. cube), injecté dans cette expé- 
rience dans la peau, fut la méme que celle de virus pur, qui, 
introduite sows la peau, fut incapable de vacciner l’animal. 


{2 
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CONCLUSIONS. 


1° Le lapin peut étre inoculé sows la peau avec une forte 
dose de culture charbonneuse et survivre, & moins que la bac- 
téridie se trouve en contact avec une déchirure de la peau; 

2° Le lapin qui a survécu & l'inoculation d’une dose massive 
de virus charbonneux sous la peau n’acquiert qu'une immunité 
trés faible ou nulle; 

3° Le lapin qui a été injecté avec du virus alténué dans la 
peau acquiert un haut degré d’immunité. 

Ces résultats viennent confirmer les principes généraux sur 
Yimmunité locale établis par Besredka. 
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